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Eukaryotické organizmy jsou dnes řazeny do zhruba třiceti skupin, existuje ale i řada 
organizmů, u kterých si nejsme jisti, kam je na eukaryotickém stromu umístit. Tato práce 
se zabývá druhově malou, ale evolučně významnou protistní skupinou jakobidů patřící do 
říše Excavata. Společně se skupinami Heterolobosea, Euglenozoa a Tsukubamonadida 
tvoří skupinu Discoba, patřící do eukaryotické superskupiny Excavata. 
Zástupci jakobidů jsou důležití především svým složitým mitochondriálním 
genomem. Ten svoji strukturou připomíná původní α-proteobakteriální genom samostatně 
žijícího předka mitochondrie. Někteří zástupci jakobidů mají však mitochondriální genom 
zjednodušen, zástupci jakobidů jsou tak potencionálním kandidátem pro modelovou 
skupinu pro studium evoluce mitochondrie. Zatím je však znám pouze malý počet jakobidů 
a pro detailnější studium evolučních otázek je potřeba znát fylogenezi dané skupiny. 
Tato práce se soustředí na rozšíření znalostí druhové bohatosti rodu Andalucia. 
Celkem bylo do kultury převedeno 20 nových kmenů rodu Andalucia, u kterých se povedlo 
určit sekvence SSU rDNA, a také se z těchto kmenů podařilo získat morfologická data. 
Díky provedené fylogenetické analýze můžeme prohlásit, že druh Andalucia incarcerata 
se rozpadá na tři linie. Morfologicky jsou sice tyto linie jen velmi těžko rozlišitelné, ale 
zřejmě představují tři samostatné druhy. Práce se dále soustředí na charakterizaci nově 
objeveného anaerobního druhu rodu Andalucia (´Andalucia trypanoides´), který je 
morfologicky i molekulárně odlišný od již popsaných druhů. Molekulárně fylogenetická 
analýza naznačuje, že by se ve skutečnosti mohlo jednat o dva druhy. Z kmene BMAND 
však nebyla získána morfologická data. Fylogenetická analýza provedená na základě nově 
získaných dat, ve které byly zahrnuty vzorky z environmentálního sekvenování, odhalují 











Eukaryotic organisms are divided into about 30 groups today, yet there still reamain many 
groups whose classification in the eukaryotic tree we are not sure about. This study 
focused on jacobids, a evolutionary important protist group from the Excavata taxa. 
Together with Heterolobosea, Euglenozoa and Tsukubamonadida, jacobids constitue a 
Discoba subgroup of Excavata taxa. 
Jacobids are significant mainly for their mitochondrial genome, which structurally 
resembles the original α-proteobacterial genome of the free-living ancestor of 
mitochondria. Some jacobids have their mitochondrial genome simplified, making them 
potential candidates for a model group used to study the mitochondrial evolution. 
However, too few members of jacobid group have been identified so far and the exact 
phylogeny of the group must be thoroughly understood for the detailed study of   
mitochondria evolution. 
This study focuses on broadening the taxonomic coverage of the jacobid excavate 
protists Andalucia. Twenty new strains of Andalucia have been established into stable 
culture, their morphology was assessed and SSU rDNA sequenced. Based on the 
phylogenetic analysis, Andalucia incarcarata species divides into three morphologically 
almost indistinguishable lines representing three species. Further, this study characterized a 
newly discovered anaerobic member of genus Andalucia, ´Andalucia trypanoides´, which 
is distinct from so far known members of the group on both morphological and molecular 
level. Previously unknown diversity of the group is thus emerging from the phylogenetic 










1. Úvod a cíle práce 
Diverzita protist je zřejmě z větší části neprozkoumaná, i když jejich význam v biosféře je 
nepostradatelný. Význam volně žijících bakteriovorních protist spočívá hlavně v propojení 
trofické sítě mezi bakteriemi a složitějšími organizmy. Společně s viry protista také 
regulují abundanci prokaryot v mořském prostředí (Suttle 2005). Tato práce se zabývá 
zástupci skupiny Jakobida (jakobidů
1
), které řadíme společně se skupinami Discicristata a 
Tsukubamonadida do skupiny Discoba, ta tvoří jednu z linií exkavát (Hampl et al. 2009; 
Yabuki et al. 2011; Adl et al. 2012). Excavata je skupina organizmů definovaná na základě 
přítomnosti břišní rýhy, která je podpořena charakteristickým cytoskeletem (Simpson a 
Patterson 1999). V této břišní rýze se pohybuje zpětný bičík, který vytváří proud vody 
strhávající bakterie (potravu) k cytostomu, který je lokalizován v posteriorní části rýhy. 
Simpson (2003) uvádí, že do blízké příbuznosti exkavát patří i organizmy, které břišní rýhu 
nemají a jejich příbuznost k typickým exkavátům byla dokázána na základě molekulárně 
fylogenetické analýzy. Většina těchto organizmů se přizpůsobila endobiotickému způsobu 
života a žijí v prostředí, kde je bakterií dostatek. Fagocytóza u exkavát bez břišní rýhy 
probíhá na jiných částech buňky, popřípadě se mohou živit pinocytózou. Někteří zástupci 
exkavát jsou poměrně hojně studováni, protože jsou to původci lidských onemocnění 
(např. Trypanosoma brucei, T. cruzi, Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis, 
Naegleria fowleri), případně způsobují onemocnění hospodářsky významných zvířat (např. 
Tritrichomonas foetus, Histomonas meleagridis, Trypanosoma brucei). Dalším důvodem 
studia exkavát je také to, že někteří autoři řadili zástupce ze skupiny Excavata mezi 
Archezoa. Tato skupina organizmů se měla odvětvit od ostatních eukaryot ještě před 
endobiotickým vznikem mitochondrie. Tuto hypotézu, krom nepřítomnosti mitochondrie, 
autoři zakládali na celkově primitivním vzhledu buněk (nepřítomnost Golgiho aparátu, 
peroxizomů, glykozomů); (Cavalier-Smith 1983). U domnělých archezoí však byly 
nalezeny geny typické pro mitochondrie (Bui et al. 1996; Roger et al. 1998). Také se 
ukázalo, že první analýzy byly ovlivněny fenoménem přitáhování dlouhých větví (Stiller a 
Hall 1999). Všechny eukaryotické organizmy, které dnes můžeme v přírodě nalézt, nejsou 
Archezoa a jejich primitivní vzhled je způsoben až sekundárním zjednodušením. 
                                                 
1
Používání českého názvosloví: U mnoha skupin neexistuje český ekvivalent latinského názvu. V této práci 
je použita česká verze jakobidi, kterou používají Čepička et al. (2010a).  
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Je známo jen devět popsaných druhů jakobidů (Voigt 1901, 1902; Penard 1921; 
Scourfield 1937; Pascher 1943; Patterson 1990; Flavin a Nerad 1993; Bernard et al. 2000; 
Lara et al. 2006). Důvodem tak malého počtu popsaných zástupců by mohlo být více. 
Nejlepším vysvětlením je to, že jakobidů je opravdu málo. Dalším vysvětlením tak malého 
počtu popsaných druhů by mohlo být to, že se nejedná o organizmy, které způsobují 
onemocnění lidí ani nezpůsobují hospodářské ztráty. Environmentální vzorkování však 
naznačuje, že jakobidů bude více, než devět dosud popsaných druhů. I přes malý počet 
zástupců se jedná o evolučně významnou skupinu, kterou stojí za to zkoumat. Jakobidi 
mají obecně nejméně odvozený mitochondriální genom ze všech známých eukaryot (Lang 
et al. 1997; Burger et al. 2013). To vedlo některé autory k názoru, že se jedná o skupinu, 
které se jako jedna z prvních odvětvila od posledního společného předka všech eukaryot 
(Lang et al. 1997; Cavalier-Smith 1999). Představitelem jakobidů se složitým 
mitochondriálním genomem je aerobní druh Andalucia godoyi. Druhý druh rodu Andalucia 
(A. incarcerata) je však anaerobní, tím pádem je mitochondriální genom tohoto druhu 
pravděpodobně výrazně redukovaný. U zástupců jednoho rodu tak můžeme najít jak 
organizmus s nejpůvodnějším mitochondriálním genomem, tak i organizmus u kterého 
došlo k významné redukci mitochondriálního genomu a energetického metabolizmu. Pro 
podrobnější studium evoluce mitochondrie by bylo vhodné získat i další druhy rodu 
Andalucia, včetně sekvencí mitochondriálních genomů těchto organizmů, které by měly 
mitochondrii v různých stádiích redukce.  
Dalším důvodem pro studium zástupců rodu Andalucia je ten, že se v tomto rodu 
nachází půdní, ale i mořský druh. Přechod mezi různými typy prostředí je spojen s nutností 
velkých energetických výdajů. Ve sladké vodě nebo v půdě je nutné dodávat více energie 
k osmoregulaci buňky, než je tomu u mořských organizmů. Obecně se dá říci, že přechod 
mezi různými typy prostředí není příliš častý (Logares et al. 2009).  
Po většinu doby zkoumání eukaryotické diverzity se vědci soustředili hlavně na 
mnohobuněčné organizmy, a mikroskopické organizmy zůstávaly bez povšimnutí. Až 
v posledních několika dekádách se vědecké úsilí mimo jiné zaměřilo na diverzitu 
jednobuněčných eukaryot. Toto úsilí vedlo k objevení dříve nečekané diverzity protist. 
Mnoho studií ukazuje, že zatím známe jen poměrně malou část eukaryotických organizmů. 
Mnohdy máme pouze sekvenční data, takže o jejich morfologii a ekologie nemůžeme 
prohlásit takřka nic. Morfologická a zároveň molekulární charakterizace nových 
organizmů je tak nesmírně důležitá pro pochopení eukaryotické diverzity a jejich evoluce. 
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Část této práce se zabývá morfologickou a molekulární diverzitou druhu Andalucia 
incarcerata. Další část této práce se zabývá charakterizací nové anaerobní linie rodu 
Andalucia.  
Cíle práce: 
1. Získaní nových izolátů rodu Andalucia a vytvoření stabilních laboratorních 
kultur. 
2. Studium nových izolátů pomocí světelné mikroskopie. 
3. Určení sekvencí SSU rDNA izolátů rodu Andalucia. 
4. Provedení fylogenetické analýzy na základě nově získaných sekvencí SSU 
rDNA. 
5. Studium dvou vybraných izolátů nového druhu rodu Andalucia pomocí 









2. Literární přehled 
2.1. Morfologie a ultrastruktura jakobidů 
Zástupci skupiny Jakobida jsou malé jednobuněčné organizmy (délka buňky 5 – 15 μm). 
Jejich morfologie je poměrně uniformní (Obr. 1). Buňky jakobidů mají vždy dva bičíky, 
které vyrůstají z předního konce buňky a nenesou mastigonemy. Nejnápadnějším znakem 
na buňkách jakobidů je břišní (ventrální) rýha, v té je uložen zpětný bičík. Přední bičík 
směřuje před buňku a může sloužit pohybu nebo k přisedání k podkladu. Zástupci rodů 
Reclinomonas a Histiona tvoří organické schránky se stopkou (Flavin a Nerad 1993; 
O'Kelly 1993); ostaní jakobidi žádnou schránku netvoří. Jakobida patří mezi typické 
exkavátní organizmy a nesou plnou sadu exkavátních znaků, jak je definoval Simpson 
(2003), tj. břišní rýhu, ploutvičku na zpětném bičíku, rozvětvený pravý mikrotubulární 
kořen, „singlet root“, „composite fibre“, fibrily B, C a I.  
Jako modelový organizmus pro popis ultrastruktury jakobidů je zde použit druh 
Andalucia incarcerata. U různých autorů existuje několik verzí názvosloví cytoskeletu. 
Tato práce se drží terminologie, kterou používají Yubuki at al. (2013). Další verze 
terminologie (Simpson 2003; Lara et al. 2006) jsou uvedeny v závorkách. V buňkách 
jakobidů je jádro uloženo na předním konci buňky. Všichni zkoumaní jakobidi mají v jádru 
přítomno jedno centrální, kompaktní jadérko. Na každou buňku připadá jedna 
mitochondrie. Reclinomonas americana a Histiona aroides mají mitochondrie kulovitého 
nebo miskovitého tvaru (O´Kelly 1993), mitochondrie druhu Jakoba libera jsou užší 
(Patterson 1990; O´Kelly 1993). U jakobidů můžeme najít různé typy mitochondriálních 
krist (kapitola 2.2.). Dále byl v buňkách jakobidů pozorován jeden Golgiho aparát, který se 
většinou skládá z malého počtu cisteren (3 – 10). Zadní část buňky je vyplněna potravními 
vakuolami s pohlcenými bakteriemi (Patterson 1990; O'Kelly 1993; Simpson a Patterson 
2001; Lara et al. 2006). 
Mastigont jakobidů se skládá ze dvou bičíků a s nimi asociovaného cytoskeletu. 
Bazální tělíska svírají buď tupý úhel (Andalucia godoyi, Andalucia incarcerata, Jakoba 
libera, Reclinomonas americana); (Patterson 1990; O'Kelly 1993; Simpson a Patterson 
2001; Lara et al. 2006), anebo ostrý úhel (Histiona aroides); (O'Kelly 1993). Bičíky mají 
klasickou eukaryotickou stavbu s 9 x 2 + 2 mikrotubuly. V přechodové zóně bičíku se 
nachází destička elektrondenzního materiálu, typická pro Jakobida (O'Kelly 1993; 
Simpson a Patterson 2001). Zpětný bičík nese na dorzální straně ploutvičku, která je 
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podpořena žíhaným cytoskeletem (O'Kelly 1993; Simpson a Patterson 2001; Lara et al. 
2006). 
Bazální tělísko předního bičíku (B2) je asociováno s jedním mikrotubulárním 
kořenem R3 (R4, AR), který je těsně spjatý s řadou mikrotubulů (dorzální vějíř) 
podporujících dorzální stranu buňky. 
 Bazální tělísko zpětného bičíku (B1) je asociováno se dvěma mikrotubulárními 
kořeny (R1, R2) a třemi fibrilami nemikrotubulárního charakteru. Pravý mikrotubulární 
kořen R2 (R1/RR) je asociován s fibrilami B a I. Levý mikrotubulární kořen R1 (R2, LR) 
je asociován s nemikrotubulární fibrilou C. Tyto elementy cytoskeletu vyztužují břišní 
rýhu. Pravý mikrotubulární kořen (R2), který vychází od pravé strany B2, se nedaleko od 
svého počátku rozpadá na dvě větve, vnější oR2 (OR1/ORR) a vnitřní iR2 (IR1/IRR). 
Vnější větev podporuje pravou stranu břišní rýhy. Kromě mikrotubulů lze na anteriorní 
části pravé strany břišní rýhy nalézt nemikrotubulární fibrily B a I. B fibrila je tvořena 
z příčně pruhovaného materiálu a má dvě vrstvy. I fibrila je tvořena nežíhaným 
materiálem. Zadní část pravé strany břišní rýhy je podpořena hlavně žíhanou fibrilou 
„composite fibre“. Část mikrotubulů iR2 pomáhá vyztužovat dno břišní rýhy. Mimo iR2 je 
dno břišní rýhy podpořeno samostatným mikrotubulem označovaným jako „singlet root“ 
(S). Tento mikrotubul má svůj počátek mezi R2 a B1. Záhy od počátku se stáčí k iR2 a 
vyztužuje dno břišní rýhy. Levý mikrotubulární kořen R1 (R2/LR), vychází od levé části 
bazálního tělíska zpětného bičíku (B2). Směrem k zadní části buňky se R1 větví na dvě 
větve (na obr. 2. B. – označené jako SLMt a CLMt), které se podílí na podpoře dna břišní 






Obr. 1: Morfologie jakobidů. A – ´Jakoba bahamiensis´; B, C – Andalucia incarcerata; D – 
Jakoba libera; E - ´Seculamonas ecuadoriensis´; F – Reclinomonas americana; G – Histiona 
aroides. Měřítka představují 5 µm; měřítko k D není k dispozici. Zdroje: A – Převzato z 
http://www.mlms.loganschools.org/~lduren/PROTIST%20INTERNET%20LESSON/jakoba_1130937451_a
pw512w.jpg, 27.3.2013; B, C - Simpson a Patterson 2001; D -
http://tolweb.org/tree/ToLimages/jakoba_libera_atcc50422_ata.250a.jpg, 27.3.2013; E - 
http://content63.eol.org/content/2008/12/10/22/47259_580_360.jpg, 27.3.2013; F - 
http://content61.eol.org/content/2008/12/10/20/66841_580_360.jpg, 27.3.2013; G - http://thm-






Obr. 2: Průběh cytoskeletárních struktur v buňce Andalucia incarcerata. A – Struktura 
mastigontu; B – průběh cytoskeletárních struktur podporujících břišní rýhu. Vysvětlivky: A – A 
fibrila, B – B fibrila, B1 – bazální tělísko zpětného bičíku, B2 – bazální tělísko předního bičíku, C 
– C fibrila, CF – „composite fibre“, CLMt – větev R1, F – vějíř dorzálních mikrotubulů, I – I 
fibrila, iR2 – vnitřní větev R2, R1 – levý mikrotubulární kořen, R2 – pravý mikrotubulární 
kořenem, R3 – „anterior root“, RMt – mikrotubuly asociované s R2, SLMt – mikrotubuly 
asociované s R1. Poznámka – dle Yubuki et al. 2013. Podle Simpson a Patterson (2001), upraveno.  
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2.2. Mitochondrie jakobidů 
Jakobidi mají většinou normální aerobní mitochondrii, která může mít ploché (Jakoba 
libera); (Patterson 1990), anebo tubulární kristy (Histiona aroides, Reclinomonas 
americana, Andalucia godoyi); (O´Kelly 1993; Lara et al. 2006). Buňky druhu Andalucia 
incarcerata mají anaerobní derivát mitochondrie bez krist (Simpson a Patterson 2001), 
díky této redukci mitochondrie došlo pravděpodobně také k redukci mitochondriálního 
genomu u tohoto druhu.  
U všech zkoumaných jakobidů můžeme najít pleziormofní znaky mitochondriálních 
genomů. Jakobida mají ve svých mitochondriích kódovanou RNA polymerázu 
bakteriálního typu, u ostatních eukaryot je nahrazena jaderně kódovanou RNA 
polymerázou virového původu. Ta se do eukaryot dostala pomocí horizontálního genového 
transferu z T3/T7 virů a nahradila původní mitochondriální RNA polymerázu (Cermakian 
et al. 1996, 1997). Pořadí genů svým uspořádáním připomíná pořadí genů v operonech 
(např. L10, L11) některých α-proteobakterií. Ale i u mitochondriálních genomů jakobidů 
dochází k různým změnám (Obr. 3). Například u ´Seculamonas ecuadoriensis´ došlo ke 
ztrátě genu rp11 z operonu L11, u ostatních jakobidů je tento gen kódován stále 
v mitochondriálním genomu. U druhu Jakoba libera došlo ke ztrátě nejvíce 
mitochondriálních genů, ty jsou pak zřejmě kódovány v jádru eukaryotické buňky, u tohoto 
druhu došlo také k linearizaci mitochondriálního genomu. (Lang et al. 1997; Burger et al. 
2013). Před některými geny je zachována Shine-Dalgarnova sekvence, která je u bakterií 
rozpoznávána ribosomem.  
 
  Obr. 3: Evoluční změny v mitochondriálních genomech 
jakobidů. Podle Burger et al. (2013), upraveno. 
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2.3. Taxonomie jakobidů 
V současné době rozlišujeme tři čeledi jakobidů (Jakobidae, Histionidae, Andaluciidae). 
Zástupci čeledi Histionidae se liší od ostatních jakobidů tím, že tvoří organickou schránku. 
Čeledi Andaluciidae a Jakobidae jsou rozlišitelné hlavně na základě fylogenetické pozice. 
Cavalier-Smith (2013) rozlišuje tyto tři čeledi pomocí mikrotubulů, které podporují dno 
břišní rýhy. U čeledí Histionidae a Jakobidae uvádí, že je dno břišní rýhy podpořeno 
mikrotubuly R1, kdežto u čeledi Andaluciidae je dno břišní rýhy podpořeno mikrotubuly 
iR2 a mikrotubulem „singlet root“. 
K jakobidům dále patří dosud nepopsané organizmy, které jsou studovány pod 
jmény ´Seculamonas ecuadoriensis´ (Marx et al. 2003; Gray et al. 2004; Rodriguez-
Ezpeleta et al. 2007) a ´Jakoba bahamiensis´ (Simpson et al. 2008; Hampl et al. 2009) a 
možná i rody Stomatochone a Stenocodon (viz níže).  
 
2.3.1. Jakobidae Patterson, 1990 
Čeleď Jakobidae nyní obsahuje jeden popsaný rod, Jakoba Patterson, 1990, s jediným 
druhem J. libera (Ruinen, 1938). Původně tento rod zahrnoval i druh Jakoba incarcerata 
Bernard, Simpson & Patterson, 2000, ten byl však přesunut do rodu Andalucia (Lara et al. 
2006).  
Jakoba libera má buňky o velikosti 7 – 8 µm. Oba bičíky jsou stejně dlouhé a 
dosahují délky přibližně jeden a půl násobku délky buňky. Přední bičík může sloužit 
k přisedání buněk k povrchu (Obr. 1D). V kultuře byla pozorována tvorba cyst. Jedná se o 
aerobní organizmus, jehož mitochondrie mají ploché kristy. Druh J. libera byl izolován ze 
vzorku hlubokomořského sedimentu (Patterson 1990). 
 
2.3.2. Andaluciidae Cavalier-Smith, 2013 
Čeleď Andaluciidae má jeden popsaný rod, Andalucia Lara, Chatzinotas & Simpson, 2006, 
se dvěma druhy. Druhy rodu Andalucia se od sebe liší velikostí buněk 
a přítomností/nepřítomností mitochondriálních krist. Zástupci rodu Andalucia mají 
v sekundární struktuře molekuly SSU rRNA komplementární pár bazí (G:C) v helixu 27, 
tento komplementární pár bazí ostatní jakobidi nemají (Lara et al. 2006). 
Druh Andalucia godoyi Lara, Chatzinotas & Simpson, 2006 má buňky o velikosti 3 
– 5 µm. Přední bičík je vždy asi dvakrát delší než buňka. Buňky nikdy nepřisedají 
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k povrchu. A. godoyi má klasickou mitochondrii s tubulárními kristami. V kultuře byly 
pozorovány kulaté cysty. Tento druh byl izolován z půdy na jihu Španělska (Lara et al. 
2006). 
Andalucia incarcerata Bernard, Simpson & Patterson, 2000 má buňky o průměrné 
velikosti okolo 7 µm. Přední bičík je často kratší než buňka a zadní bičík je přibližně jeden 
a půl krát delší než buňka (Obr. 1B, 1C). V kulturách byly pozorovány i buňky, které měly 
přední bičík několikrát delší než buňka (Simpson a Patterson 2001). U tohoto druhu byly 
pozorovány tři typy buněk. První dva typy mají dobře viditelnou širokou břišní rýhu a 
mohou buď přisedat k povrchu, nebo mohou plavat. Třetím typem jsou plovoucí formy, 
které nepřisedají a jejich břišní rýha je velmi úzká (Bernard et al. 2000; Simpson a 
Patterson 2001). Mitochondrie je přeměněna v anaerobní derivát mitochondrie bez krist. 
Zástupci druhu A. incarcerata byli izolováni z mořských anoxických sedimentů. Tento 
druh byl původně popsaný jako Jakoba incarcerata (Bernard et al. 2000), ale 
v molekulárně fylogenetických analýzách založených na SSU rDNA nebyl rod Jakoba 
monofyletický, proto došlo k vytvoření nového rodu Andalucia, zahrnující A. incarcerata a 
A. godoyi (Lara et al. 2006).  
Studie založené na sekvencích, které byly získány pomocí environmentálního 
sekvenování SSU rDNA, naznačují, že rod Andalucia má ještě několik dosud nepopsaných 
zástupců (Simpson et al. 2008).  
 
2.3.3. Histionidae Flavin & Nerad, 1993 
V této čeledi jsou doposud popsané dva rody, Histiona Voight, 1902 a Reclinomonas 
Flavin & Nerad, 1993. Dohromady mají tyto dva rody šest popsaných druhů. Pro čeleď 
Histionidae je charakteristická tvorba schránky, pomocí níž buňky přisedají k podkladu. 
Schránka je tvořena z organického materiálu a nemá na sobě žádné šupiny.  
Rod Histiona má čtyři popsané druhy, H. velifera Voigt, 1901, H. zachariasi, 
Voigt, 1902, H. planctonica Scourfield, 1937 a H. aroides Pascher, 1943 (Voigt 1901, 
1902; Scourfield 1937; Pascher 1943). Nejvíce poznatků máme o druhu Histiona aroides, 
její buňky jsou ve schránce orientovány předním koncem buňky směrem k podkladu. 
Zadní část buňky je vyvýšena nad schránku a buňka nepřisedá těsně ke schránce (Obr. 1G). 
Zpětný bičík je uložen v břišní rýze a je jen velmi špatně pozorovatelný. Přední bičík 
přesahuje délku buňky.  
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Zástupci rodu Reclinomonas (Obr. 1F) jsou ve schránce orientováni dorzální 
stranou k podkladu. Buňka je připojena ke schránce na levé straně a přisedá ke schránce 
těsněji, než je tomu u rodu Histiona. Schránka má výraznou stopku, pomocí které zástupci 
rodu Reclinomonas přisedají k podkladu. Přední bičík směřuje nahoru a zpětný je umístěn 
nad buňkou souběžně s buňkou. Dva popsané druhy, R. americana Flavin & Nerad, 1993, 
R. campanula Penard, 1921 (Penard 1921; Flavin a Nerad 1993) se od sebe liší úhlem, pod 
kterým je schránka připojena ke stopce. 
2.3.4. Rody Stomatochone a Stenocodon 
Zástupci rodů Stomatochone Pascher, 1942 a Stenocodon Pascher, 1942 (Pascher 1942) 
jsou biflagelátní organizmy s břišní rýhou, které svoji vnější morfologií připomínají 
zástupce čeledi Histionidae, kterým by mohli být příbuzní (Flavin a Nerad 1993; Patterson 
et al. 2000). 
Zástupci rodu Stomatochone nemají schránku a přisedají k podkladu pomocí 
výběžku cytoplazmy. Zástupci rodu Stenocodon jsou podobní zástupcům rodu Histiona, 
ale liší se způsobem uchycení buňky ke schránce a v délce bičíků (Flavin a Nerad 1993; 
Patterson et al. 2000).  
 
2.3.5. Vztah jakobidů a rodu Malawimonas  
O´Kelly (1993) ve své morfologické studii zařadil k jakobidům také dvou bičíkatý 
organizmus, který má břišní rýhu, ploutvičku na bičíku a další typické exkavátní znaky 
Později byl tento organizmus popsán jako Malawimonas jakobiformis O´Kelly & Nerad, 
1999 (O´Kelly a Nerad 1999). O´Kelly a Nerad (1999) provedli ultrastrukturní studii 
tohoto druhu a rozpoznali několik významných rozdílů oproti jakobidům. Ploutvička na 
zpětném bičíku se nachází na břišní straně, mitochondriální kristy jsou diskovité, C fibrila 
není vícevrstevná. Na základě morfologických rozdílů vytvořili O´Kelly a Nerad (1999) 
pro tento rod vlastní čeleď Malawimonadidae O´Kelly & Nerad, 1999. Cavalier-Smith 
(2001) zřejmě tento popis přehlédl a sám se považuje za autora jména Malawimonadidae. 
Vytvořil však mladší objektivní synonymum a zároveň mladší homonymum 
Malawimonadidae Cavalier-Smith, 2001. 
 Fylogenetická pozice Malawimonas jakobiformis je nejasná. V různých 
fylogenetických analýzách se tento druh nachází na různých místech eukaryotického 
stromu (Archibald et al. 2002; Hampl et al. 2009; Zhao et al. 2012). 
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2.4. Fylogeneze jakobidů 
První jednogenové analýzy zahrnující jakobidy byly založeny na SSU rDNA (Cavalier-
Smith 2002; Simpson 2003). V těchto analýzách byli zahrnuti zástupci čeledi Histionidae a 
druh Jakoba libera, ten se větvil jako sesterská skupina čeledi Histionidae (Simpson 2003). 
Po přidání sekvence druhu Andalucia incarcerata (v té době Jakoba incarcerata) do 
analýz netvořil rod Jakoba ani jakobidi monofyletickou skupinu (Simpson 2003). Druh 
Andalucia incarcerata se v těchto analýzách větvil jako sesterská linie ke skupinám 
Euglenoza a Heterolobosea, ale toto větvení nebylo v této analýze nijak statisticky 
podpořeno (Simpson 2003). 
První dvougenová (geny pro α-tubulin a β-tubulin) analýza, ve které byli zahrnuti i 
zástupci skupiny Jakobida, také nepodporovala jejich monofylii (Edgcomb et al. 2001). 
Evoluční historie genu pro α-tubulin je však jiná než fylogeneze skupiny Jakobida. Rod 
Andalucia sdílí totiž paralog tohoto genu s opistokonty, trichomonádami a diplomonádami 
(Simpson et al. 2008). Ostatní Jakobida mají paralog, který sdílejí s ostatními exkaváty a 
dalšími zástupci různých eukaryotických skupin. U rodu Andalucia zřejmě došlo k přenosu 
paralogu pro α-tubulin pomocí horizontálního genového transferu (Simpson et al. 2008). 
Po vyřazení sekvencí pro gen pro α-tubulin z analýzy provedli Simpson et al. (2008) 
analýzu se šesti dalšími geny. Ve výsledcích této analýzy tvořila Jakobida, včetně rodu 
Andalucia, monofyletickou skupinu. Fylogenomická analýza provedená autory Hampl et 
al. (2009) potvrdila monofylii jakobidů (Obr 4.). Nejhlubší větvení v rámci jakobidů je 
mezi rodem Andalucia a ostatními rody (Simpson et al. 2008; Hampl et al. 2009; Yabuki et 
al. 2011). Čeleď Histionidae ve všech multigenových analýzách vychází jako 
monofyletická skupina (Rodríguez-Ezpeleta 2007; Hampl et al. 2009). Z rodů 












3.1. Složení živných médií 
Všechna média byla po umíchání sterilizována v autoklávu (20 minut při 121°C) a byla 
skladována při 15 °C. 
 
Sonnebornovo parameciové médium (ATCC médium 802) 
Postup: Do 1000 ml destilované vody bylo nasypáno 2,5 g Cereal Grass Media (ScholAR 
Chemistry, USA). Suspenze byla přivedena k varu a nechala se pět minut vařit. Po 
ochlazení byla suspenze přefiltrována pomocí filtračního papíru a doplněna do 1000 ml 
destilovanou vodou. K 1000 ml této suspenze bylo přidáno 0,5 g Na2HPO4.  
 
Umělá mořská voda (ASW) 
Postup: Médium bylo mícháno ve třech oddělených roztocích, aby se předešlo vysrážení 
solí, ze kterých se ASW skládá. Roztok A byl míchán jako 0,423M roztok NaCl; 0,0093M 
roztok CaCl2.2H2O; 0,009M roztok KCl. Roztok B se míchal jako 0,023M roztok 
MgSO4.7H2O. Roztok C byl míchán jako 0,002M roztok NaHCO3.  
 
Mořské 802 médium (ATCC médium 1525) 
Postup: Toto médium bylo připravováno smícháním 2x koncentrované umělé mořské 
vody (ASW) a 2x koncentrovaného média ATCC 802, bez přidání Na2HPO4.  
 
Luria-Bertani (LB) médium 
Postup: V 500 ml destilované vody bylo rozpuštěno 10 g prášku LB Broth (Sigma-
Aldrich, USA). 
 
Mořské 3% Luria-Bertani médium (3% SWLB) 
Postup: Příprava média probíhala ve třech oddělených roztocích, aby se předešlo 
k vysrážení solí, které se přidávaly do tohoto média. Roztok A byl míchán jako 0,423M 
roztok NaCl; 0,009M roztok KCl; 0,0093M CaCl2.2H2O; 0,0023M roztok M 
MgSO4.6H2O, nakonec bylo přidáno 0,6 g LB Broth (Sigma-Aldrich, USA). Roztok B byl 





Brakické 802 médium  
Postup: Toto médium je směs ATCC médií 802 a 1525 v poměru 1:1. 
 
Příprava Petriho misek se směsí agaru a LB Broth 
Postup: Do 500 ml destilované vody bylo přidáno 10 g LB Broth (Sigma-Aldrich, USA) a 
6 g bakteriologického agaru (Oxoid, UK). Médium bylo autoklávováno a po zchladnutí 
bylo takto připravené médium nalito na Petriho misky. 
3.2. Příprava anoxického prostředí 
Umělé anoxické prostředí se připravovalo pomocí přípravku AnaeroGen 2.5 l (Oxoid, 
UK), ten se společně se zkumavkami s kulturami vložil do nádoby AnaeroJar 2.5 l (Oxoid, 
UK). Zkumavky se vzorky byly nechány pootevřené. 
3.3. Sběr vzorků 
Vzorky hypoxických sedimentů byly sesbírány z mořských, případně brakických 
stanovišť. Vzorky pocházely z přílivových zón a obsahovaly částečně písek a částečně 
organický materiál. Sběr probíhal do 50 – ml nebo 15 – ml polypropylenových zkumavek. 
Zkumavky byly naplněny sedimentem a volný prostor byl doplněn vodou z dané lokality 
tak, aby ve zkumavce zbylo co nejméně vzduchu. U většiny vzorků se poměr sedimentu a 
vody pohyboval okolo 1:1. V ideálním případě byly zkumavky se sedimentem 
transportovány do laboratoře do 14 dnů od sběru. U některých kultur však transport trval i 
okolo čtyř týdnů. 
3.4. Kultivace 
Z dodaných vzorků byl v laboratoři odebrán přibližně 1 ml sedimentu, který byl 
inokulován do 9 ml média ATCC 1525, někdy i do 3% SWLB média. Brakické vzorky 
byly inokulovány do brakického 802 média. První kultura byla ponechána dva týdny 
v klidu a další pasážování probíhalo jednou za týden. Do čistého média se přenášel 1 ml 
sedimentu ze dna staré kultury, pokud bylo v kultuře více než 1 ml sedimentu, kladl se 
důraz na přenos veškerého sedimentu do nové zkumavky. Pokud se během prvních 10 
pasáží neobjevily studované organizmy, nebyly už tyto vzorky dále kultivovány. Kultivace 
probíhala za pokojové teploty (přibližně 22°C) v temnu. Některé kultury byly alternativně 




3.5. Tvorba monoeukaryotických kultur  
Zprvu se v kultivovaných kulturách nacházelo více druhů protist. Do monoeukaryotických 
kultur se podařilo převést pouze dva kmeny, kde se nacházeli zástupci rodu Andalucia. V 
kmenu LUC3N se kromě zástupců rodu Andalucia nacházeli i zástupci rodu Chilomastix. 
Dlouhodobou kultivaci v anoxickém prostředí však zástupci rodu Chilomastix nepřežili. 
 V kultuře PC1 se kromě rodu Andalucia vyskytovali zástupci rodu Mastigamoeba, 
kteří však nepřežili dlouhodobou kultivaci a kultura PC1 se tak stala monoeukaryotickou. 
3.6. Světelná mikroskopie 
Nativní preparáty 
Pozorování organizmů probíhalo v kapce média, která byla umístěna na podložní sklo a 
překrytá krycím sklem. Pozorování probíhalo pomocí mikroskopu Olympus BX 51TF 
(Olympus, Japonsko), vybaveného Nomarského diferenciálním interferenčním kontrastem, 
pro pořízení fotografií byla použita kamera Olympus DP71 (Olympus, Japonsko).  
Bylo vyzkoušeno přichycení buněk ke krycímu sklíčku pomocí různých 
koncentrací poly-L-lyzinu (Sigma-Aldrich, USA). Ten byl rozetřen na krycí sklíčka a 
nechal se před pozorováním zaschnout, tato metoda se ale neosvědčila, protože buňky 
velice rychle umíraly a docházelo k jejich deformaci. Ke zpomalení buněk bylo použito 
přidání formaldehydu v různých koncentracích. Stejně jako v případě použití poly-L-lyzinu 
však docházelo k rychlé deformaci buněk, a tak nebylo možné použít tuto metodu 
k pořízení kvalitnějších snímků. 
Měření velikosti nativních buněk a preparátů fixovaných pomocí protargolu 
probíhalo v programu QuickPHOTO CAMERA 2.3 (PROMICRA, ČR). Grafické úpravy 
byly provedeny pomocí programu CorelDRAW X5 a Corel PHOTO-PAINT. 
3.7. Barvení protargolem dle Bodiana, modifikováno dle Nie (1950) a Ptáčková (2010) 
Při barvení protargolem docházelo k fixaci za vlhka. Při tomto způsobu fixace bylo 
zachováno prostorové uspořádání buněk, tak bylo možné pozorovat buněčné organely a 
jejich vzájemné uspořádání. Tato metoda je poměrně náročná na provedení a kvalita 
výsledného preparátu není vždy uspokojivá. Z toho důvodu je nutné barvit jeden izolát na 




Příprava Bouin-Hollandovy fixáže: 
V přibližně 800 ml destilované vody bylo rozpuštěno 25 g octanu měďnatého, k tomuto 
roztoku bylo přidáno 40 g kyseliny pikrové. Dále bylo přidáno 100 ml 40 % formaldehydu 
a následně byl tento roztok doplněn do celkového objemu 1000 ml destilovanou vodou. 
Před použitím bylo na Petriho misku přelito 30 ml fixáže, do které bylo přidáno 1,5 ml 
„ledové“ kyseliny octové. 
 
Fixace: 
Po celou dobu fixace se muselo dbát na to, aby vzorky nevyschly a nedošlo tak 
k deformaci buněčných struktur. Ze dna dobře narostlé kultury bylo odebráno 1 – 1,5 ml 
vzorku. Následně byl vzorek zahuštěn pomocí centrifugace po době 5 minut při 4000 g. 
Většina supernatantu byla odsáta a pelet buněk byl resuspendován ve zbytku supernatantu. 
Na krycí sklo o rozměrech 15 x 15 mm byl nanesen 1 µl buněčné suspenze. V blízkosti 
první kapky byl nanesen 1 µl vaječného bílku, díky kterému buňky lépe přilnuly k povrchu 
krycího skla. Kapky byly pomocí špičky smíchány a rozetřeny po povrchu sklíčka. Po 
rozetření bylo sklíčko ihned vhozeno do Petriho misky s Bouin-Hollandovou fixáží tak, 
aby sklíčko plavalo na hladině a bylo orientováno nátěrem směrem dolů. Po několika 
minutách bylo sklíčko obráceno natřenou stranou směrem nahoru a ponořeno na dno 
Petriho misky. Sklíčko se takto nechalo fixovat 20 minut – 14 hodin. Pro lepší manipulaci 
se sklíčky byly připraveny krátké polyethylenové tyčinky, ve kterých byl pomocí žiletky 
vytvořen zářez, kde bylo umístěno sklíčko. Na druhé straně polyethylenové tyčinky byly 
vytvořeny značky pro rozeznání různých vzorků. Po uplynutí doby fixace byla sklíčka 
namontována na připravené polyethylenové tyčinky a sklíčka byla opláchnuta v 50% 




 Preparáty byly převedeny ze 70% ethanolu, přes 50% ethanol do destilované vody. 
 Sklíčka s preparáty byla vložena do 0,5% roztoku KMnO4, kde byla ponechána po 
dobu 5 minut. 
 Následně byly preparáty propláchnuty destilovanou vodou po dobu 30 sekund, toto 
proplachování se pětkrát opakovalo. 
 Dále se nechaly preparáty 5 minut v 5% roztoku kyseliny oxalové. 
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 Preparáty byly opět propláchnuty pětkrát po dobu 30 sekund v destilované vodě. 
 1% roztok protargolu (Bayer, I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft) je vždy nutné 
umíchat těsně před použitím. Protargol byl nasypán na hladinu destilované vody a 
nechal se rozpustit. Na dno další kádinky byl umístěn stočený měděný drát, do takto 
připravené kádinky byl nalit připravený 1% roztok protargolu. Do kádinky byla 
následně naskládána sklíčka s preparáty ve vertikální poloze a mezi sklíčka byly 
umístěny další kousky měděného drátu. Uzavřená kádinka byla umístěna na 48 hodin 
do 37 °C. 
 Preparáty byly dvakrát opláchnuty v destilované vodě po dobu 5 sekund. 
 Dále byly preparáty vloženy na 10 minut do redukčního roztoku (1% roztok 
hydrochinonu a 5% roztok Na2SO3). 
 Preparáty byly opláchnuty pětkrát po dobu 30 sekund v destilované vodě. 
 Dále byla sklíčka s preparáty vložena na 5 minut do 0,5% – 1% roztoku AuCl3. 
 Preparáty byly opláchnuty dvakrát po dobu 5 sekund v destilované vodě. 
 Sklíčka s preparáty byla ponořena na 5 minut do 2% roztoku kyseliny oxalové. 
 Sklíčka byla pětkrát opláchnuta po dobu 30 sekund v destilované vodě. 
 Dále byla sklíčka ponořena na dobu 10 minut do 5% roztoku Na2S2O3. 
 Sklíčka se nechala propírat 20 minut pod tekoucí vodovodní vodou. 
 Sklíčka s preparáty se následně převedla alkoholovou řadou (50%, 70%, 80%, 96%, 
100%) a třikrát xylen. 
 Sklíčka s preparáty byla montována do „DPX Mountant for histology“ (Sigma-Aldrich, 
USA) 
 Preparáty se nechaly nejméně 48 hodin v horizontální poloze a následně je bylo možné 
pozorovat. 
3.8. Příprava a pozorování vzorků pomocí TEM 
Příprava vzorků pro transmisní elektronovou mikroskopii probíhala dvěma způsoby. 
Prvním způsobem byla příprava vzorků chemickou cestou. Vzhledem k tomu, že příprava 





Chemický způsob fixace: 
 Nejprve bylo připraveno 500 µl fixáže smícháním CaCl2 a 2,5% glutaraldehydu v 0,1M 
kakodylátového pufru, výsledná koncentrace CaCl2 byla 5mM. 
 Vybraná kultury byly centrifugovány 4 – 5 minut při 3500 g. 
 Z takto zahuštěné kultury byl odebrán supernatant a pelet byl resuspendován ve zbylé 
kapalině. 
 K peletu bylo přidáno 500 µl připravené fixáže, takto připravený vzorek byl předán 
pracovníkům Laboratoře elektronové mikroskopie PřF, UK k dalšímu zpracování. 
 
Pozorování vzorků 
K pozorování dodaných řezů byl použit transmisní elektronový mikroskop JEOL 1011 
(Jeol, Japonsko). Snímky byly pořízením prostřednictvím CCD kamery Veleta za pomocí 
programu Olympus Soft Imaging Solutions (Olympus, Japonsko). Výsledné fotografie 
byly upraveny pomocí programu CorelDraw Graphics Suite X3. 
 
3.9. Molekulárně biologické techniky 
3.9.1. Izolace DNA 
Ze dna dobře narostlé kultury bylo odebráno 1 – 1,5 ml média s buňkami. Vzorek byl dále 
stočen na centrifuze po dobu 4 – 7 minut při 4000 – 5000 g, aby došlo k zahuštění buněk 
ve vzorku. Ze zahuštěné kultury byl odebrán supernatant tak, aby ve zkumavce zbylo 
zhruba 200 µl média s buňkami. Následně byl pelet resuspendován ve zbylém médiu. 
K izolaci DNA byl použit kit DNeasy Blood® & Tissue Kit (Qiagen, GER) a postupovalo 
se dle protokolu „Purification of total DNA from animal blood or cells, spin – column 
protocol.“ Izolovaná DNA se uchovávala při -20 °C 
3.9.2. Amplifikace DNA, Elektroforéza  
K amplifikaci cílových fragmentů SSU rDNA byla použita polymerázová řetězová reakce 
(PCR) za použití specifických eukaryotických primerů MedlinA 
(AYCTGGTTGAYYTGCCAG) a Medlin B (TGATCCTTCTGCAGGTCCACCTAC) 
(Medlin et al. 1988). U použitých primerů byly vyzkoušeny různé modifikace s délkami 
časů jednotlivých kroků PCR a také byla provedena gradientová PCR pro zjištění 
optimální teploty k nasedání primerů na templát. Dále jsou uvedena jen optimální 
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nastavení. Chemikálie pro PCR byly zakoupeny od firem Top Bio (ČR) a Fermentas (UK). 
Většinou byl používán LA DNA „Polymerases Mix“  
(Top-Bio, ČR), pomocí kterého bylo dosaženo efektivnějších výsledků, jak se ukázalo 
v předcházejících diplomových prací, pod vedením RNDr. Ivana Čepičky, Ph.D. (např. 
Ptáčková 2010). Byl použit i Combi PPP Master Mix s Taq polymerázou (Fermentas, UK).  
Příprava amplifikační reakce probíhala dle Tab. 2 pro LA polymerázu, příprava pro 
Taq polymerázu dle Tab. 4. V obou případech probíhala příprava do výsledného objemu 
50 µl. PCR probíhala v termocykléru T100™ Thermal Cycler (Biorad, ČR). Nastavení 
cyklů je uvedeno v Tab. 1 pro LA polymerázu a v Tab. 3 pro Taq polymerázu. K ověření 
úspěšnosti PCR byla použita gelová elektroforéza, která probíhala na 1% agarózovém gelu. 




V případě, že byl pomocí PCR amplifikován jeden fragment, byl tento fragment 
přečištěn pomocí kitu MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, GER) dle protokolu 
„QIAquick PCR Purification Kit Protocol, Using a microcentrifuge.“ DNA byla eluována 
do 20 µl EB. V případě, že byl amplifikován pouze jeden fragment, byl vzorek po 
přečištění sekvenován. Pokud se pomocí PCR amplifikovalo více fragmentů o různé délce, 
došlo k vyřezání těchto fragmentů pomocí kitu Zymoclean
TM
 Gel DNA Recovery Kit 
(Zymo Research, USA) a následnému zaklonování těchto fragmentů. 
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Tab. 1 nastavení termocykléru pro LA polymerázu 
Počet cyklů teplota čas 
1 94°C 1 min 
31 
94°C 15 sec 
55°C 1 min 
68°C 2:30 min 


















1 94°C 4 min 
31 
94°C 1 min 
55°C 1 min 
72°C 4 min 








H2O Doplnit do 50 µl   
Pufr 5,0 µl 
DMSO 1,0 µl 
dNTP 1,5 µl 
MedlinA 10,0 pmol 
MedlinB 10,0 pmol 
LA polymeráza 0.5 µl 
DNA 3 – 5 ng 
H2O Doplnit do 50 µl 
Combi PPP Master Mix 25,0 µl 
medlinA 10,0 pmol 
medlinB 10,0  pmol 
DNA 3 – 5 ng 
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3.9.3. Klonování DNA 
Ve většině případů byly k dispozici kultury, ve kterých se nacházelo více druhů 
organizmů. Při PCR tak často docházelo k amplifikaci více cílových úseků SSU rDNA, a 
tak bylo potřeba dané PCR produkty samostatně vyřezat z gelu a zaklonovat pomocí kitu 
pGEM
®
 T-Easy Vector System (Promega, USA) do kompetentních buněk Escherichia coli 
JM109 Competent Cells (Promega, USA). 
 
3.9.3.1. Příprava ligační směsi 
Po vyřezání byla namíchána ligační směs podle přiloženého protokolu. Pro rekaci byl 
použit ligační pufr (5 µl), DNA (zhruba 50 ng – vždy 3µ), pGEM plazmidy (1 µl), T4 
ligáza (1 µl). Ligační směs byla míchána v prostoru, kde se běžně nepracuje s DNA, aby se 
předešlo kontaminaci nežádoucí DNA. Kompetentní buňky a ligační směs se pak nechaly 
přes noc při 4 °C. 
 
3.9.3.2. Příprava bakteriálních kolonií 
 Ke kompetentním buňkám, které byly umístěny na ledu, bylo přidáno 10 µl ligační 
směsi, pomocí špiček, které se předem zchladily na -20 °C. Tato směs zůstala 20 minut 
na ledu. 
 Následně došlo k šokování kompetentních buněk po dobu 45 sekund při teplotě 42 °C a 
poté byla tato směs umístěna na další 2 minuty na led. Při dalším postupu již nebylo 
potřeba držet kompetentní buňky na ledu. 
 Zkumavky byly doplněny do 1 ml pomocí LB média. Tato směs buněk byla 
inkubována na třepačce po dobu 90 minut při 220 rpm při teplotě 37 °C. 
 Na připravené Petriho misky s živným médiem (utuhlý agar a LB Broth) byla rozetřena 
směs 100 µl IPTG (koncentrace 23.83 μg/ml
-1
) (Fermentas, UK), 20 µl X-Gal 
(koncentrace 50 mg.ml
-1
) (Fermentas, UK) a 25 µl roztoku ampicilinu (koncentrace 
200 mg.ml
-1
) (Sigma-Aldrich, USA). 
 Na připravené Petriho misky se naneslo 100 – 150 µl bakteriální směsi. 
 Zkumavka se zbylými buňkami byla stočena po dobu 5 – 8 minut při 5000 g, ze 
zkumavky byl odebrán supernatant, tak, aby ve zkumavce zbylo okolo 200 µl. Pelet byl 
resuspendován ve zbývajícím supernatantu a vyset na další Petriho misky. 
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 Petriho misky byly umístěny do termostatu (37 °C) nejprve víčkem nahoru a po 15 – 
30 minutách došlo k obrácení víčkem dolů, aby na víčkách nekondenzovala voda a 
neskapávala na bakteriální kolonie. 
 Petriho misky s bakteriemi se nechaly inkubovat přes noc při 37 °C. 
3.9.3.3. Colony PCR 
Colony PCR se používaly k ověření přítomnosti požadovaných plazmidů v kompetentních 
buňkách. Případně mohly být produkty colony PCR rovnou osekvenovány.  
 Bylo vybráno 8 – 10 bílých kolonií. Ty se pomocí sterilních špiček přenesly z ploten do 
10 µl sterilní vody, tato směs byla vložena do termocykléru (nastavení termocykléru 
v Tab. 5), aby došlo k degradaci buněčných stěn bakterií a uvolnění DNA z buněk.          
   
Tab. 5 Nastavení termocykléru pro likvidaci buněčných stěn bakterií  
Počet cyklů Teplota Čas  
1 
96°C 5 min 
50°C 1,5 min 
96°C 1,5 min 
45°C 1 min 
96°C 1 min 
40°C 1 min 
 
 Reakční směs byla použita pro colony PCR (nastavení termocykléru v Tab. 6). 
K amplifikaci byly použity primery SP6 (GATTTAGGTGACACTATAG) a T7 
(TAATACGACTCACTATAGGG) (Wallace et al. 1981), které jsou komplementární k 
vektoru. Následně byla provedena gelová elektroforéza na 1% gelu, pro ověření délky 
insertu. 
3.9.3.4. Izolace a přečištění plazmidů 
 Z těch vzorků, které na elektroforéze ukázaly námi požadovanou délku 
amplifikovaného úseku DNA, byly vybrány 2 – 4 kolonie, jejichž zbytek byl přenesen 
do 4 ml LB média se 4 µl ampicilinu (koncentrace 200 mg.ml
-1
) a nechaly se na 
třepačce přes noc při 37 °C a 220 rpm. Plazmidy byly izolovány pomocí ZR Plasmid 
Miniprep™-Classic (Zymo Research, USA) dle přiloženého protokolu. DNA byla 




    Tab. 6 Nastavení termocykléru pro colony PCR 
Počet cyklů Teplota Čas 
1 94°C 4 min 
31 
94°C 1 min 
50°C 1 min 
72°C 4 min 
1 72°C 25 min 
 
3.10. Sekvenace DNA 
Sekvenace byla provedena v Laboratoři sekvenace DNA PřF, UK, na sekvenátoru 3100 
Avant Genetic analyzer nebo 3130 Genetic analyzer (Applied Biosystems). 
Směs pro sekvenační reakci byla připravena smíchání templátové DNA, primerů a 
vody, do celkového objemu 14 µl. Koncentrace primerů byla 3,2 pmol. K sekvenaci byly 
použity primery Medlin A (AYCTGGTTGAYYTGCCAG), Medlin B 
(TGATCCATCTGCAGGTTCACCT), SP6 (GATTTAGGTGACACTATAG), T7 
(TAATACGACTCACTATAGGG), 577F (GCCAGCMGCCGCGGT), 577R 
(ACCGCGGCKGCTGGC) (Wallace et al. 1981; Elwood et al. 1985; Medlin et al. 1988). 
Množství templátové DNA se pohybovalo v rozmezí 100 – 250 ng.  
3.11. Fylogenetická analýza 
Dataset pro fylogenetickou analýzu se skládal z 20 nově určených sekvencí, ze 4 SSU 
rDNA sekvencí rodu Andalucia získaných z databáze GenBank, ze 73 environmentálních 
sekvencí příbuzných rodu Andalucia (byly vybrány takové sekvence, získané pomocí 
metody blast s použitím známých sekvencí rodu Andalucia, které se v předběžných 
fylogenetických analýzách umístily do blízkosti rodu Andalucia) a z 9 sekvencí zástupců 
skupiny Excavata použitých jako outgroup. Sekvence byly „zalignovány“ metodou 
MAFFT (Katoh et al. 2002) s pomocí serveru http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/ 
s použitím algoritmu G-INS-i. Ostatní parametry nebyly měněny. „Alignment“ byl ručně 
upraven v programu BioEdit 7.1.9 – byly odstraněny hypervariabilní oblasti, které nebylo 
možno „zalignovat“. Výsledný dataset použitý ve fylogenetické analýze obsahoval 1392 
pozic. 
 Fylogenetické stromy byly konstruovány metodou maximum likelihood (ML) a 
bayesiánskou metodou (BA). Pro ML analýzu byl použit program RAxML 7.2.6. 
(Stamatakis 2006) a evoluční model GTRGAMMAI. Ten byl vybrán pomocí kritéria 
AKAIKE a programu Modeltest 3.7 (Posada a Crandall 1998). Statistická podpora získané 
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topologie byla odhadnuta pomocí boostrap analýzy s 1000 pseudoreplikáty v programu 
RAxML. BA analýza byla provedena v programu MrBayes 3.2 (Huelsenbeck a Ronquist 
2001) s použitím evolučního modelu GTR + Γ + I + covarion se čtyřmi rychlostními 




 generací se vzorkováním každou 
500. generaci, dokud odchylka mezi řetězci za posledních 75 % generací neklesla pod 





4.1. Sběr vzorků 
Vzorky sedimentů byly odebrány převážně z pobřeží Středozemního moře, zbytek vzorků 
pochází z různých částí světa (Tab. 7). Celkem bylo shromážděno a úspěšně kultivováno 
20 kmenů, které obsahovaly zástupce rodu Andalucia. Mimo rod Andalucia se v kulturách 
nacházely další eukaryotické organizmy, některé z nich jsou zobrazeny na Obr. 5. 
 
Obr. 5. Další izolované organizmy. A – Cyclidium porcatum; B – Trimastix marina; C – 
neurčený; D – nepopsaný zástupce anaerobních měňavek;  E – zástupce skupiny Archamoebae 
nebo Breviatea; F – Mastigamoeba; Měřítko u snímků A, C, D, E, F představuje 10 µm a u snímku 




Tab. 7: Získané a zkoumané kmeny rodu Andalucia 
Kmen Lokalita souřadnice 







BALIKMAR Kampung Baru, Balikpapan, Kalimantan Timur, 
IDN 
1°20'S, 116°50'E 
BUSSPRAND Busselton, AUS  33°38'S, 115°11'E 
COORUNG NP Coorong, Salt Creek, AUS 36°04'S, 139°35'E 
COORUNG2 NP Coorong, Salt Creek, AUS  36°04'S, 139°35'E 
EVROS1I delta řeky, GRE 40°48'N, 26°01'E 
EVROS1T delta řeky Evros, GRE 40°48'N, 26°01'E 
FUEN2 Punta de Fuencaliente, La Palma, ESP 28°27'N, 17°50'W 
GOUVIA Gouvia, GRE 39°38'N, 19°50'E 
IGO3 Igoumenitsa, GRE 39°31'N, 20°14'E 
KALOGRIA Kalogria, GRE 38°09'N, 21°22'E 
LARNAKA Larnaka, CYP 34°51'N, 33°37'E 
LARNAKA2N Larnaka, CYP 34°51'N, 33°37'E 





MANG Borneo, IDN 1°03'S, 116°42'E 
MURANO3 Venezia, ITA 45°27'N, 12°21'E 
NORMAR N.A. N.A. 
OROSEI2A brakický kanál, ITA 40°33'N, 9°68'E 





PETROCHORI Pilos, Petrochori, Peloponés, GRE  36°58'N, 21°39'E 
 
4.2. Fylogenetická analýza 
Na Obr. 6 je výsledek fylogenetické analýzy SSU rDNA nově získaných kmenů rodu 
Andalucia. K naší analýze bylo použito 108 OTU s celkem 1392 pozicemi. Celkem se 
podařilo získat 20 nových sekvencí SSU rDNA rodu Andalucia. Ze vzorku COORONG 
pochází dvě odlišné sekvence. Kromě sekvencí rodu Andalucia bylo v naší analýze použito 
celkem 11 sekvencí jako outgroup (Obr. 6). 
Rod Andalucia vycházel v naší analýze jako monofyletický taxon, který byl 
podpořen vyšší hodnotou bootstrapu (BS) 89 a maximální hodnotou posteriorní 
pravděpodobnosti (PP) 1. Rod Andalucia se rozpadá na dvě linie, a to se střední 
statistickou podporou (BS 77/PP 0.98). První odvětvující se linie byla reprezentována 
aerobním druhem Andalucia godoyi. Druhá linie byla reprezentována sekvencemi 
anaerobních zástupců. Anaerobní zástupci se s nízkým BS 63, ale vysokou PP 0.98 větvili 
na dvě linie (komplex Andalucia incarcerata a komplex ´Andalucia trypanoides)´. 
 Komplex Andalucia incarcerata se větvil na tři linie (A, B, C). Linie A 
(COORONG, LAR2N, PC1, PETROCHORI) se s střední podporou (BS 77/PP bez 
podpory) větvila jako sesterská skupina k liniím B a C. Linie B (environmentální sekvence 
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FJ352774, AND, IGO3, MANG) a C (sekvence druhu Andalucia incarcerata, 32 
environmentálních sekvencí, reprezentovaných např. sekvencí HQ870009, COORONG, 
EVROS1I, FUEN2T, GOUVIA KALOGRIA, NORMAR, OROSEI) se větvily se nízkým 
BS (74) a bez podpory PP.  
 Komplex ´Andalucia trypanoides´ se větvil na dvě linie s nízkou hodnotou 
bootstrapu (58), ale s vysokou bayesánskou podporou (0.98). Linie vedoucí k ´Andalucia 
trypanoides´ se s vysokou podporou (BS 99/PP 1) větví na námi získané sekvence kmene 
BALIKAMAR, druhá linie je reprezentována sekvencemi kmenů BUSSPRAND, 
LARNAKA, LUC3N, MURANO3, společně s environmentálními sekvencemi AY046663 
a AY046649. Druhá větev komplexu ´Andalucia trypanoides´ byla reprezentována pouze 
environmentálními sekvencemi. Ty se s nízkou hodnotou bootstrapu (66), zato 
s maximální bayesánskou podporou větví na dvě linie. První linie byla reprezentována 
např. sekvencí EF526837. Druhá linie se s dobrou statistickou podporou (BS 91/PS 1) 
větví na další dvě linie. Linie A je tvořena dvěma sekvencemi (DQ310295 a DQ310269) a 







Obr 6. Fylogenetická analýza rodu Andalucia založená na SSU rDNA. Strom byl sestrojen 
metodou maximum likelihood s modelem GTRGAMMAI v programu RAxML a byl zakořeněn 
zástupci ostatních exkavát Čísla v uzlech představují hodnotu bootstrapové podpory/Bayesovy 
posteriorní pravděpodobnosti. Hodnoty < 50/.90 jsou označeny *. Pokud jsou obě hodnoty < 
50/.90, nejsou v analýze vyznačeny žádné hodnoty. Environmentální sekvence jsou uvedeny pouze 
pod přístupovými kódy z databáze NCBI. 
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4.3. Morfologická charakterizace 
4.3.1. Komplex Andalucia incarcerata 
Buňky komplexu Andalucia incarcerata byly pozorovány celkem v 15 kulturách. Délky 
buněk byly měřeny jak za živa, tak po nabarvení protargolem (Tab. 8). Podle fylogenetické 
analýzy (Obr. 6) se nejspíše jedná o komplex tří linií (A, B, C), proto jsou morfologická 
data uvedena ve třech samostatných oddílech.  
4.3.1.1. Andalucia incarcerata linie A 
Organizmy patřící do této linie se vyskytovaly ve čtyřech kulturách – COORONG, 
LARNAKA2N, PC1, PETROCHORI (Obr. 7A – H, 7J – M). Průměrná délka buněk všech 
kmenů je 7,2 ± 0,6 (5,0 – 10,5) µm. Kmeny COORONG (Obr. 9E, 9F) a PC1 (9C) byly 
obarveny protargolem, průměrná délka buněk v protargolových preparátech je 4,2 ± 0,5 
(3,1 – 5,6) µm. Buňky této linie téměř vždy přisedaly k povrchu. Plovoucí buňky byly 
pozorovány pouze vzácně. Stejně jako u typového izolátu Andalucia incarcerata (Bernard 
et al. 2000) je na pravém pysku břišní rýhy možné pozorovat výstupek, který se nachází asi 
v jedné třetině od počátku (Obr. 7L). Přední část buněk je zaoblená, jak je patrné na Obr. 
7D, 7H, 7M. Při laterálním pohledu mají buňky srpkovitý tvar (Obr. 7A, 7E, 7J). V kultuře 
nebyly pozorovány cysty. 
4.3.1.2. Andalucia incarcerata linie B 
Zástupci linie B byli pozorováni ve třech kulturách (AND, IGO3, MANG) (Obr. 7V – Y,  a 
– e). Průměrná délka buňky je 7,1 ± 0,7 (5,6 – 8,9) µm. Protargolem byly obarveny buňky 
kmenů AND a MANG (Obr. 9D). Průměrná délka buněk obarvených protargolem je 3,9 ± 
0,5 (3,2 – 4,9) µm. Buňky linie B jsou oproti zástupcům z linie A a C štíhlejší (Obr. 7a, 7b, 
7V, 7W). Při pohledu z dorzální strany na břišní stranu buňky je jejich anteriorní část 
špičatější než u buněk linií A a C (Obr. 7c, 7X). V kulturách byly pozorovány plovoucí 
buňky, u kterých byla břišní rýha jen velmi úzká (Obr 7V, 7a). Přední bičík u těchto forem 
byl nápadně prodloužen. Buňky z linie B také mohly přisedat k podkladu svojí posteriorní 
částí. V kultuře nebyly pozorovány cysty.  
4.3.1.3. Andalucia incarcerata linie C 
Zástupci z této linie patří do popsaného druhu Andalucia incarcerata. Přední bičík je 
většinou kratší než zpětný, buňky mají srpkovitý tvar a i velikostí tyto buňky odpovídají 
popsanému druhu Andalucia incarcerata (Bernard et al. 2000). Celkem byli měřeni 
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zástupci ze čtyř kmenů (EVROS1I, FUEN2, NORMAR, OROSEI2A) (Obr. 7N – U). 
Průměrná délka buňky je 7,8 ± 0,6 (6,7 – 9,5) µm. Protargolem byly nabarveny dva kmeny 
EVROS1I (Obr. 9G, 9H) a NORMAR (Obr. 9I). Průměrná délka buněk barvených 
protargolem je 4,0 ± 0,5 (3,0 – 4,7) µm. Tato linie byla morfologicky velice těžko 
odlišitelná od linie A a jediný zjištěný rozdíl spočíval v rozdílné adherenci buněk 
k povrchu. Zatímco zástupci linie A přisedali takřka vždy k povrchu, buňky zástupců linie 
C k povrchu nepřisedali tak často. V kultuře EVROS1I byly pozorovány buňky, které měly 
přední bičík prodloužen asi na čtyřnásobek oproti normálnímu stavu. Také byly 
pozorovány plovoucí formy, u kterých byla břišní rýha velmi úzká. V kultuře nebyly 
pozorovány cysty. Tato pozorování jsou v souladu s již publikovanými daty (Bernard et al. 
2000). 
 


















DBN – měření délek nativních buněk; DBP – měření délek protargolových preparátů;  
n – počet buněk 
 
 
Kultura DBN n DBP n 
Andalucia incarcerata linie A   
COORONG 7,2 ± 0,7 (6,0 – 8,2) µm 50 4,2 ± 0,4 (3,4 – 5,2) µm 50 
LARNAKA2N 6,2 ± 0,7 (5,0 – 8,4) µm 50 N.A. 0 
PC1 8,0 ± 0,8 (6,4 – 10,5) µm 50 4,3 ± 0,6 (3,1 – 5,6) µm 50 
PETROCHORI 7,4 ± 0,5 (6,3 – 8,3) µm 50 N.A. 0 
průměr  7,2 ± 0,9 (5,0 – 10,5) µm 200 4,2 ± 0,5 (3,1 – 5,6) µm 100 
Andalucia incarcerata linie B 
AND 7,4 ± 0,8 (6,1 – 9,0) µm 50 3,9 ± 0,5 (3,3 – 4,9) µm 20 
IGO3 7,0 ± 0,8 (5,6 – 8,3) µm 50 N.A. 0 
MANG 7,2 ± 0,6 (5,9 – 8,2) µm 50 3,9 ± 0,5 (3,2 – 4,7) µm 20 
průměr 7,1 ± 0,7 (5,6 – 8,9) µm 150 3,9 ± 0,5 (3,1 – 4,9) µm 40 
Andalucia incarcerata linie C 
EVROS1I  7,7 ± 0,4 (7,1 – 8,5)µm 20 4,2 ± 0,5 (3,0 – 4,7)* µm 25 
FUEN2 7,4 ± 0,5 (7,4 – 9,0) µm 50 N.A. 0 
NORMAR 8,2 ± 0,7 (6,7 – 9,5) µm 50 3,9 ± 0,4 (3,2 – 4,7) µm 25 
OROSEI2A 7,8 ± 0,5 (6,9 – 9,1) µm 50 N.A. 0 
průměr 7,8 ± 0,6 (6,7 – 9,5) 170 4,0 ± 0,5 (3,0 – 4,7) µm 50 
Komplex ´Andalucia trypanoides´ 
BUSSPRAND 10,1 ± 0,5 (9,3 – 11,9) µm 50 6,6 ± 0,7 (4,4 – 7,5) µm 50 
LARNAKA 11,2 ± 1,2 (9,6 – 14,9) µm 50 6,6 ± 0,8 (5,2 – 9,6) µm 50 
LUC3N 11,1 ± 1,1 (9,5 – 14,1) µm 50 7,2 ± 1,0 (5,8 – 10,6) µm 50 
MURANO3 10,7 ± 1,4 (8,8 – 14,6) µm 50 N.A. 0 
BMAND 10,1 ± 0,9 (8,4 – 11,8) µm 50 6,3 ± 1,0 (5,1 – 8,1) µm 27 




Obr. 7. Morfologie živých buněk komplexu Andalucia incarcerata. Linie A  (J - U); Linie B (V 
– Y, a – e); Linie C (A - H). (A – D) NORMAR; (E – I, Z) – OROSEI2A; (J – M) – 
PETROCHORI; (N – Q) – PC1; (R – U) – COORONG; (V – Y) – AND; (a – d) – IGO3; (e) – 
MANG; (A, a, E, J, N, R, V) – laterální pohled; (B, F, K, O, S) – pohled na pravý pysk břišní rýhy 
z dorzální strany buňky; (b, C, G, L, P, T, W) – pohled na pravý pysk břišní rýhy z ventrální 
strany buňky; (c, D, e, H, M, Q, U, X) – pohled na břišní rýhu z dorzální strany buňky; (V, a) – 
plovoucí formy; (Z) – dělící se buňka OROSEI2A; Měřítko u všech snímků představuje 5 µm. 
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4.3.2. ´Andalucia trypanoides´ 
Celkem byl tento organizmus k dispozici v pěti kmenech (BMAND, BUSSPRAN, 
LARNAKA, LUC3N, MURANO3). Buňky ´Andalucia trypanoides´ mají vřetenovitý tvar 
a volně se pohybují. Buňky těchto kmenů mohly přisedat pomocí předního bičíku 
k podkladu. Bičík měl u přisedlých buněk hákovitý tvar (Obr. 8A, 8E, 8K, 8L). Přední 
bičík měl délku srovnatelnou s tělem buňky, zpětný bičík byl většinou dvakrát delší než 
buňka. Břišní rýha je široce posteriorně otevřená (Obr. 8B, 8C, 8D, 8F, 8J, 8M). Je široce 
otevřená se slabě pravotočivým charakterem (Obr. 8B, 8J). Pravý pysk břišní rýhy je velmi 
nápadný. Při laterálním pohledu mají buňky srpkovitý tvar (Obr. 8A, 8E, 8I, 8L), ale jsou 
širší než buňky zástupců komplexu Andalucia incarcerata. V kulturách nebyly pozorovány 
cysty. U všech izolátů byly měřeny délky buněk za živa (Tab. 8). Průměrné délka buňky 
´Andalucia trypanoides´ za živa je 10,7 ± 1,2 (8,8 – 14,9) µm, jsou tedy větší než buňky 
druhu Andalucia incarcerata. Protargolem byly barveny kmeny BUSSPRAND, 
LARNAKA, LUC3N (Obr. 10). Průměrná délka buněk nabarvených protargolem je 6,5 ± 
1,1 (4,4 – 10,6) µm. 
Izolát BMAND se od ostatních zástupců ´Andalucia trypanoides´ morfologicky 
lišil. U organizmů tohoto kmene byly pozorovány buňky, které měly břišní rýhu užší než je 
tomu u ostatních zástupců druhu ´Andalucia trypanoides´. Díky nízké populační hustotě 




Obr. 8. Morfologie ´Andalucia trypanoides.´ (A – D) – LUC3N; (E – G) – BUSSPRAND; (I – 
K) – LARNAKA; (L – N) – MURANO3; (A, E, I, L) – Laterální pohled; (B, F, J, M) – pohled do 
břišní rýhy z ventrální strany buňky; (C, G, K, N) – pohled na břišní rýhu z dorzální strany buňky; 






Obr. 9: Protargolové preparáty 
komplexu Andalucia incarcerata. A, 
B – PETROCHORI; C – PC1; D – 
MANG; E, F – COORONG; G, H – 
EVROS1I; I – NORMAR. Měřítko u 
všech snímků představuje 5 µm. 
Obr. 10: Protargolové preparáty komplexu 
´Andalucia trypanoides´. A, B – LUC3N; C 
– BUSSPRAND; D, E – LARNAKA. Měřítko 
u všech snímků představuje 5 µm. 
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4.3.3. Ultrastruktura ´Andalucia trypanoides´ 
Studie pomocí elektronové mikroskopie se zaměřila na potvrzení přítomnosti derivátu 
mitochondrie bez krist (MRO) a také na typické elementy exkavátního cytoskeletu. Touto 
metodou byly zkoumány buňky kmenů LUC3N a MURANO3 nově objeveného druhu 
rodu Andalucia. Mastigont se nachází na anteriorním konci buňky. Skládá se ze dvou 
bazálních tělísek, která navzájem svírají přibližně pravý úhel (Obr. 11A). Struktura bičíků 
má normální eukaryotickou strukturu s 9 x 2 + 2 mikrotubuly (Obr. 11B, 11C). Zpětný 
bičík nese na dorzální straně ploutvičku, která je podpořena žíhaným cytoskeletem (Obr. 
11C, 13I), přední bičík ploutvičku nemá (Obr. 11B, 13G). Typický exkavátní cytoskelet 
podporuje břišní rýhu (R1, R2); (Obr. 11A, 13B, C, E – I) i dorzální stranu buňky (R3, 
„dorsal fan“) (Obr. 11A, 13A). Protože jsou buňky ´Andalucia trypanoides´ větší, je jejich 
dorzální strana podporována více mikrotubuly dorzálního vějíře (Obr. 11A), než je tomu u 
zástupců druhu Andalucia incarcerata. Co se týče nemikrotubulárních elementů, které 
podporují břišní rýhu, byly zaznamenány fibrily B (Obr. 11A, 13B) a C (Obr. 13B, C, E). 
Fibrila I byla zaznamenána snímku Obr. 11A, 13C a zřejmě asi také na Obr. 13B, ale 
podmínky při fixaci nebyly ideální, a tak nelze přítomnost této fibrily na Obr. 13B potvrdit. 
V buňkách je přítomno jedno jádro, které se nachází na anteriorním konci buňky. Stejně 
jako u ostatních jakobidů je v jádru umístěno jedno centrální jadérko (Obr. 12A, B, 13G, 
I). Rozdílem od ostatních jakobidů je, že v jádru bylo pozorováno velké množství 
periferního heterochromatinu (Obr. 12A, B, 13G, I). Golgiho aparát je stejně jako u 
ostatních jakobidů tvořen jen z malého počtu cisteren, přibližně ze sedmi (Obr. 11A). V 
každé buňce se na anteriorním konci buňky nachází jedna mitochondrie, která částečně 
obklopuje jádro a zdá se, že má spíše miskovitá charakter než prodloužený (Obr. 12A), jak 
tomu u Andalucia incarcerata. Mitochondrie je obalena dvojitou membránou (Obr. 12D, 
12E). Nepřítomnost mitochondriálních krist, potvrzuje anaerobní charakter této organely. 
Na několika snímcích byla pozorována struktura, kterou se nepovedlo určit (Obr. 12A, C, 
13G). Jedna z možných variant je, že se jedná o virovou částici. 
 Je nutné mít na paměti, že podmínky fixace nebyly optimální. To je dobře vidět na 
Obr. 13H, kde jsou typické elementy podporující břišní rýhu i samotná břišní rýha 
zdeformované. Obr. 13A pochází z kmene MURANO3 a není naprosto jisté, zda se jedná 
opravdu o zástupce rodu Andalucia, či zda se jedná o jiný organizmus. 
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Obr. 11. Anteriorní část buňky a struktura bičíků druhu ´Andalucia trypanoides,´ izolát 
LUC3N. A – podélný řez předním koncem buňky; B – příčný řez předním bičíkem; C – příčný řez 
zpětným bičíkem. Vysvětlivky: B – B fibrila; B1 – bazální tělísko zpětného bičíku; B2 – bazální 
tělísko předního bičíku; DF – dorzální vějíř mikrotubulů; F1 – zpětný bičík; F2 – přední bičík, G – 





Obr. 12. Ultrastruktura jádra a mitochondrie. A – řez buňkou v anteriorní části; B – řez buňkou 
v anteriorní části; C – detail neznámé struktury; D – řez derivátem mitochondrie. Vysvětlivky: B2 
– bazální tělísko předního bičíku; HE – periferní heterochromatin; MRO – derivát mitochondrie; N 
– jádro; Nu – jadérko; Šipka u obrázku C ukazuje dvojitou membránu MRO; * označuje neznámou 

























Obr. 13. Ultrastrukturní řezy s typickými exkavátními znaky. A, B, E – řez v anteriorní části 
buňky; C – celkový pohled na průřez buňkou v anteriorní části buňky; F, I – pohled na střední část 
buňky; G – pohled na střední část buňky; H – pohled na „singlet root.“ Vysvětlivky: B1 – bazální 
tělísko zpětného bičíku; B2 – bazální tělísko předního bičíku; C – C fibrila; CLMt – mikrotubuly 
asociované s R1 DF – část dorzálního vějíře; F1 – zpětný bičík; G – Golgiho komplex; He – 
periferní heterochromatin; I – I fibrila; iR2 – vnitřní větev R2; MRO – anaerobní derivát 
mitochondrie; N – jádro; NU – jadérko; oR2 – vnější větev R2; R1 – levý mikrotubulární kořen; R2 
– pravý mikrotubulární kořen; S – „singlet root;“ SLMt – mikrotubuly asociované s R1; V – 
ploutvička; VG – břišní rýha. Měřítko u obrázků A, B, E, F představuje 200 nm, u obrázku D 




Laboratoř diverzity a evoluce anaerobních protist PřF UK disponuje bohatou sbírkou 
kultur volně žijících anaerobních protist pocházejících ze sladkovodnch i mořských 
sedimentů. V těchto kulturách se vyskytuje mnoho již známých a popsaných druhů protist 
(viz Cepicka et al. 2010b; Kolisko et al. 2010; Yubuki et al. 2010; Pánek et al. 2012; 
Ptáčková et al. 2013), ale i organizmy které lze jen velice těžko zařadit do příbuznosti již 
popsaných rodů/druhů. Pro anaerobní/mikroaerofilní organizmy je kyslík ve vyšších 
koncentracích toxický. Anaerobní organizmy tak obývají prostředí, kde se kyslík nachází 
v nízkých koncentracích, nebo jsou tato prostředí úplně bez kyslíku. Takovými prostředími 
jsou hypoxické sedimenty nebo trávicí soustavy živočichů (Bernard et al. 2000). 
Endobioticky žijícím protistům se věnovalo poměrně dost vědeckého úsilí již v minulosti, 
protože řada z nich je původcem vážných onemocnění. Volně žijící anaerobní zástupci 
protist byli oproti tomu opomíjeni a až v posledních několika desetiletích je jejich diverzita 
zkoumána intenzivněji. Publikované vědecké práce (Bernard et al. 2000; Luo et al. 2005) 
naznačují, že druhová diverzita anaerobních protist je mnohem větší, než se dosud myslelo. 
V rámci této práce byla zkoumána diverzita již popsaného druhu Andalucia incarcerata. 
Dále byla tato práce zaměřena na morfologickou a molekulární analýzu nově objeveného 
druhu, pracovně nazvaného ´Andalucia trypanoides´. 
Zástupci z námi izolovaných kmenů rodu Andalucia jsou malé dvoubičíkaté 
organizmy, které se tvarem, velikostí buňky i tvarem břišní rýhy podobají zástupcům druhu 
A. incarcerata popsaných v pracích Bernard et al. (2000) a Simpson a Patterson (2001). 
Celkem bylo získáno 20 nových sekvencí SSU rDNA. Do datasetu pro molekulárně 
fylogenetickou analýzu bylo zahrnuto všech těchto 20 nových sekvencí, dále byly použity 
sekvence popsaných druhů Andalucia godoyi, Andalucia incarcerata a několik desítek 
environmentálních sekvencí, které byly příbuzné rodu Andalucia. Jako outgroup byly 
použity sekvence vybraných zástupců skupiny Excavata, především ze skupiny Discoba. 
Na základě výsledků molekulárně fylogenetické analýzy lze rod Andalucia rozdělit na tři 
monofyletické linie: Andalucia godoyi, komplex Andalucia incarcerata a komplex 
´Andalucia trypanoides´. Monofylie celého rodu Andalucia je podpořena střední 
statistickou hodnotou. To, že se rod Andalucia rozpadá na aerobní a anaerobní větev, je 
podpořeno pouze středně. Analýza založená pouze na SSU rDNA nedokázala odhalit 
vzájemné vztahy mezi třemi zmíněnými liniemi. Ty by bylo možné určit až na základě více 
genové analýzy. Analýzu založenou na sekvencích pěti protein-kódujících genů (β-tubulin, 
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cytosolický HSP70, EF2, EF1-α, HSP90) provedl Pánek et al. (nepublikováno). V této 
analýze anaerobní zástupci rodu Andalucia patří s vysokou podporou k jedné 
monofyletické linii. Andalacia godoyi se větví sestersky k této skupině s maximální 
statistickou podporou. Tato varianta fylogeneze je pravděpodobnější i z hlediska možnosti 
ztráty mitochondriálních krist, protože by stačilo, aby k jejich ztrátě došlo pouze jednou. 
Dalším nepřímým důkaz monofilie anaerobních druhů je to, že se ve všech případech jedná 
o mořské druhy, kdežto Andalucia godoyi je půdní. K přechodům mezi těmito biotopy 
dochází přitom jen vzácně (Logares et al. 2009). 
Následující část textu se zabývá rozborem vzájemných vztahů a diverzity 
anaerobních linií rodu Andalucia. Dosud byl popsán pouze jeden anaerobní druh 
(Andalucia incarcerata), známý ze dvou sekvencí, ke kterým byla publikována i 
morfologická data (Bernard et al. 2000; Simpson a Patterson 2001). V rámci tohoto 
projektu bylo získáno a kultivováno 20 nových kmenů. Podle molekulárně fylogenetické 
analýzy založené na genu SSU rDNA patří do blízké příbuznosti druhu Andalucia 
incarcerata 15 z těchto sekvencí. K těmto 15 sekvencím se podařilo, byť s problémy, 
získat i morfologická data. Zbylých 5 kmenů představují zástupci nové anaerobní linie, 
která je sesterská druhu Andalucia incarcerata. Zástupci jakobidů mají velmi malé buňky, 
jejich velikost se pohybuje většinou do 10 µm (Patterson 1990; Flavin a Nerad 1993; 
Bernard et al. 2000; Simpson a Patterson 2001; Lara et al. 2006). U druhu Andalucia 
incarcerata byly pozorovány dva typy buněk. Přisedlé formy s břišní rýhou se 
přichycovaly k podkladu pomocí předního bičíku. Pořízení fotodokumentace těchto 
přisedlých forem bylo mnohem jednodušší. Buňky přisedaly jak na podložní, tak na krycí 
sklo. Zástupci jakobidů mají asymetrické buňky (pravý pysk břišní rýhy je odlišný od 
levého). U jakobidů dochází k pohlcování bakterií v oblasti břišní rýhy, takže se buňky 
snažily orientovat břišní rýhu směrem do média. Nejkvalitnější snímky vznikaly 
vyfocením buněk přichycených na krycím skle. Jejich břišní rýha byla pozorována až po 
proostření celé buňky, a tím pádem je fotografie zrcadlově otočena. Fotografie buněk 
přisedlých na krycím skle tak musí být označeny. 
Druhým morfologickým typem byly plovoucí formy, u kterých bylo pořízení 
kvalitní fotodokumentace poměrně náročné. Proto bylo vyzkoušeno několik způsobů 
zpomalení nebo přichycení buněk k podkladu, aby mohlo dojít k pořízení lepších snímků. 
Žádná z těchto metod však neměla úspěch, protože buňky se rychle deformovaly, takové 
fotky nebylo možné použít k morfologické charakterizaci. 
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Naše analýza naznačovala existenci tří linií blízkých k druhu Andalucia incarcerata 
(A, B, C), zástupci tohoto komplexu jsou morfologicky jen velice těžko odlišitelní. 
Zástupci linií A a C odpovídají morfologií přisedlým formám druhu Andalucia 
incarcerata. Tyto formy mají poměrně širokou břišní rýhu, která se dá dobře pozorovat. 
Vzájemné rozlišení zástupců linie A a C bylo problematické. Jediným znakem, který lze 
použít alespoň k částečnému rozlišení zástupců těchto dvou linií, je míra přisedání 
zástupců k povrchu. Zástupci linie A takřka vždy přisedali k povrchu skla, kdežto zástupci 
linie C přisedali mnohem vzácněji. Výjimku tvořili zástupci kmene OROSEI (z linie C), 
kteří přisedali zhruba ve stejné míře jako zástupci linie A. Výsledky molekulárně 
fylogenetické analýzy však také naznačují, že míra přisedání závisí na tom, k jaké linii tyto 
organizmy patří. Odlišit zástupce linie B od zbylých dvou je podle vnější morfologie 
složité, ale možné, byť je k tomu potřeba dobré obeznámení se s morfologií rodu 
Andalucia. Zástupci linie B jsou na předním konci protáhlejší, kdežto zástupci linií A a C 
mají buňky se zakulacenějším předním koncem. V kulturách kde se vyskytovali zástupci 
linie B, byly pozorovány hlavně plovoucí formy, které nepřisedaly a měly velmi úzkou 
břišní rýhu. Kombinace morfologických a molekulárních znaků nasvědčuje tomu, že tři 
linie (A, B, C) reprezentují tři samostatné druhy. Zástupci linie A jsou fylogeneticky 
odlišní od zástupců linií B a C a zároveň jsou zástupci z linie A morfologicky odlišní od 
zástupců linie B. Zástupce z linie B a C lze také morfologicky rozlišit. Zřejmě se tak jedná 
opravdu o tři nové druhy. V budoucnu by také mohla být provedena ultrastrukturní studie 
ke zjištění, zda se tito zástupci liší na ultrastrukturní úrovni. 
Pokud linie A, B a C skutečně představují samostatné druhy, „pravým“ druhem 
Andalucia incarcerata je linie C, protože zástupci této linie jsou sekvenčně i morfologicky 
takřka shodní s typovým druhem popsaným v článku Bernard et al. (2000). Zastupci linií A 
a B by pak představovali nové druhy rodu Andalucia. 
V pěti zbývajících získaných kmenech byl pozorován organizmus, který 
morfologicky připomínal druh Andalucia incarcerata. Pracovně byl tento organizmus 
nazván ´Andalucia trypanoides´. Na první pohled se zástupci ´Andalucia trypanoides´ 
odlišují od zástupců komplexu Andalucia incarcerata velikostí svých buněk. Měření 
nativních buněk potvrdila, že buňky ´Andalucia trypanoides´ jsou přibližně 1,5 krát větší 
než zástupci komplexu Andalucia incarcerata. I na protargolových preparátech byly buňky 
´Andalucia trypanoides´ přibližně 1,5 krát větší než zástupci komplexu Andalucia 
incarcerata. Břišní rýha je u druhu ´Andalucia trypanoides´ posteriorně široce otevřená, 
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má lehce pravotočivý spirální charakter a je mnohem výraznější než u zástupců komplexu 
Andalucia incarcerata.  
Základní ultrastrukturní data ukazují, že dorzální vějíř mikrotubulů i typické 
mikrotubulární struktury podporující břišní rýhu jsou mohutnější, než je tomu u druhu 
Andalucia incarcerata. Rozdíly v ultrastruktuře jsou pochopitelné, protože buňky druhu 
´Andalucia trypanoides´ mají odlišný tvar a jsou větší než buňky druhu A. incarcerata. Pro 
podporu dorzální strany buňky a udržení tvaru břišní rýhy je potřeba většího počtu 
mikrotubulů. Pro celkovou rekonstrukci ultrastruktury buněk druhu ´Andalucia 
trypanoides´ nebylo ale získáno dostatečné množství dat. Při přípravě vzorků pro 
elektronovou mikroskopii totiž docházelo k rychlým změnám iontových poměrů a buňky 
byly při pozorování výrazně deformované. Tento problém se povedlo vyřešit pouze 
částečně použitím kryosubstituce. I přes použití této metody však nebylo dosaženo 
uspokojivých výsledků. Jedna z částí budoucí práce by se měla týkat optimalizace fixace 
mořských vzorků pro elektronovou transmisní mikroskopii tak, aby nedocházelo 
k deformaci buněk a mohlo dojít ke kompletní rekonstrukci ultrastruktury buněk druhu 
´Andalucia trypanoides´. 
Zástupci ´Andalucia trypanoides´ jsou stejně jako zástupci druhu Andalucia 
incarcerata anaerobní. To bylo potvrzeno dlouhodobou kultivací kmenů LUC3N a 
BUSSPRAND v anaerobním prostředí. U zástupců druhu ´Andalucia trypanoides´ byla na 
elektronmikroskopických snímcích také pozorována organela s dvojitou membránou bez 
krist, u které předpokládáme, že se jedná o anaerobní derivát mitochondrie. Mitochondrie u 
druhu Andalucia incarcerata  má protáhlý tvar (Simpson a Patterson 2001). U zástupců 
´Andalucia trypanoides´ je mitochondrie také protáhlá, ale z našich dat se zdá, že částečně 
obklopuje jádro (Obr. 11A). K přesnějšímu popisu by však bylo potřeba získat více 
ultrastrukturních dat. K tomu dojde až poté, co se podaří zlepšit podmínky fixace. 
Z několika pozorování se zdá, že organizmus kmene BMAND se morfologicky 
odlišuje od ostatních zástupců linie ´Andalucia trypanoides´. Břišní rýha kmene BMAND 
je mnohem užší, než je tomu u ostatních zástupců kmene ´Andalucia trypanoides´. Mohlo 
by se jednat o plovoucí formu, která nebyla u ostatních kmenů pozorována. Je však potřeba 
zdůraznit, že se v této kultuře kromě zástupců rodu Andalucia vyskytovalo velké množství 
nálevníků rodů Trimyema a Cyclidium. V budoucnosti by bylo přínosné vytvořit 
monoeukaryotickou kulturu kmene BMAND a pozorovat, zda se  morfologie zástupců 
´Andalucia trypanoides´ v nepřítomnosti nálevníků změní na formy s širokou břišní rýhou. 
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Tak by se dalo zjistit, jestli není morfologický typ (přisedlý vs. plovoucí) závislý na 
dostupnosti potravy.  
Pokud rozdělíme druh Andalucia incarcerata na základě fylogeneze na tři druhy, 
tak i v případě kmenu BMAND by se mohlo jednat o samostatný druh, který je blízce 
příbuzný druhu ´Andalucia trypanoides´. Toto tvrzení je v budoucnosti nutné podpořit daty 
z morfologické analýzy. Ta bude moci proběhnout, až se podaří z kmenu BMAND 
odstranit nálevníky a zvýšit populační hustotu kmene BMAND. Jednou z možných metod, 
která by vedla k takovému výsledku je krátkodobé zamražení vzorku. Nálevníci zamražení 
nepřežívají (Čepička, ústní sdělení) a díky tomuto postupu by tak mohla být vytvořena 
monoeukaryotická kultura. Zamražení bylo už několikrát vyzkoušeno, ale zástupci kmene 
BMAND se i po vymražení nacházeli v kultuře stále v nízkých populačních hustotách a 
nepodařilo se vytvořit stabilní kulturu. Další možnou cestou k tvorbě monoeukaryotické 
kultury je vyzkoušet více typů a kombinací živných médií tak, aby došlo k vytvoření 
vhodnějších podmínek pro kmen BMAND. 
Do datasetu naší molekulárně fylogenetické analýzy byly zařazeny i sekvence 
získané pomocí environmentálního sekvenování (Luo et al. 2005; Behnke et al. 2006; 
Zuendorf et al. 2006). Prakticky všechny sekvence získané environmentálním 
sekvenováním, které patřily ke komplexu ´Andalucia trypanoides´, tvořily sesterskou linii 
k námi izolovaným kmenům. Tyto sekvence pocházely z anoxických prostředí, které byly 
bohaté hlavně na sulfan. Vzorky pro studie provedené autory Behnke et al. (2006) a 
Zuendorf et al. (2006) byly odebírány mořského prostředí z hloubky zhruba 20 metrů pod 
hladinou, kde převládaly hypoxické podmínky. Je však otázkou, jestli takto získané 
sekvence byly zachyceny v přirozeném prostředí těchto organizmů. Ty se do vodního 
sloupce mohly dostat z přílivových zón. Zřejmě se však jedná o samostatné druhy, které 
preferují určitý typ prostředí. Námi izolované druhy pochází z přílivových zón, kdežto 
environmentální sekvence pochází z extrémně anoxických prostředí bohatých na sulfan.  
Velmi zajímavé jsou sekvence získané v práci Luo et al. (2005). Sekvence totiž 
pochází z vnitrozemského stanoviště, které je vzdálené od mořských prostředí, odkud 
pochází ostatní známé sekvence. Přechod mezi mořským a sladkovodním prostředím by 
neměl být vůbec běžný (Logares et al. 2009). Podmínky v prameni Zodletone ale nejsou 
typicky sladkovodní, ve vodách tohoto pramene je totiž ve vysokých koncentracích 
zastoupen sulfan a nižší alkany. Prostředí by tak svojí iontovou silou mohlo být podobné 
mořské vodě. Otázkou však zůstává, jak se tyto organizmy dostaly tak daleko od lokalit, 
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kde jsou nacházeny nejčastěji. Nejsnadnější odpovědí na tuto otázku je ta, že došlo 
k transportu odolných stádií pomocí větru nebo pomocí různých organizmů. Odolná stádia 
(cysty) sice nebyla pozorována, ale jejich existence nebyla ani vyloučena.  
Environmentální sekvence zřejmě tedy představují několik dalších nepopsaných 
druhů rodu Andalucia. Ale k řádnému popisu bude moci dojít až poté, co budou získána 
morfologická data z organizmů, které se ukrývají za environmentálními sekvencemi. 
Existence několika nepopsaných druhů volně žijících anaerobních jakobidů lze 
vysvětlit několika způsoby. Jedním z možných vysvětlení je, že dlouhodobé kultivaci 
těchto organizmů se nevěnuje mnoho výzkumných týmů. Zástupci jakobidů nepatří mezi 
organizmy, které způsobují onemocnění lidí ani hospodářsky významných organizmů. 
Dalším možným vysvětlením je, že tyto organizmy preferují určitý typ prostředí, ze 
kterého dosud nebylo sesbíráno a kultivováno tolik vzorků. Toto podporují 
environmentální sekvence komplexu ´Andalucia trypanoides´. Organizmy zastoupené 
některými environmentálními sekvencemi linie ´Andalucia trypanoides´ byly nalezeny 
v poměrně specifickém prostředí. Je možné, že tyto organizmy potřebují mít speciální 
podmínky při kultivaci, jakým je například přidání sulfanu nebo jednoduchých alkanů do 
kultivačního média, vlastní kultivace by zřejmě měla být prováděna za anaerobních 
podmínek. Případně jde o náhodu a dané organizmy nebyly sesbírány nebo je jiné 





V rámci této práce bylo získáno 20 nových kmenů rodu Andalucia. Organismy 
morfologicky podobné druhu A. incarcerata zřejmě tvoří komplex 3 samostatných druhů, 
které jsou jen velmi těžko morfologicky odlišitelné. Dále bylo získáno 5 nových kmenů 
organizmu, který patří do rodu Andalucia a morfologicky se odlišuje od již popsaných 
druhů. Jeho zástupci patří do nové anaerobní linie ´Andalucia trypanoides´. I tato 
anaerobní linie bude pravděpodobně druhový komplex, ale k potvrzení bude potřeba získat 
morfologická data z kmene BMAND a případně i získat data k environmentálním 
sekvencím, které se řadí do linie ´Andalucia trypanoides´. Získané organizmy zřejmě 
preferují příbřežní zónu.  
Zástupci rodu Andalucia by mohli sloužit jako modelová skupina pro studium 
šíření prvoků na velké vzdálenosti. Zatím nedokážeme uspokojivě vysvětlit, jak se zástupci 
šíří mezi mořskými a vnitrozemskými lokalitami. Budoucí studium zástupců rodu 
Andalucia by mohlo mít veliký význam pro pochopení jak evolučních tak ekologických 




7. Použitá literatura 
* označuje sekundární citace 
 
Adl SM, Simpson AGB, Lane CE, Lukes J, Bass D, Bowser SS, Brown MW, Burki F, 
Dunthorn M, Hampl V, Heiss A, Hoppenrath M, Lara E, le Gall L, Lynn DH, 
McManus H, Mitchell EAD, Mozley-Stanridge SE, Parfrey LW, Pawlowski J, 
Rueckert S, Shadwick L, Schoch CL, Smirnov A, Spiegel FW (2012) The Revised 
Classification of Eukaryotes. Journal of Eukaryotic Microbiology 59: 429-493. 
 
Archibald JM, O’Kelly CJ, Doolittle WF (2002) The chaperonin genes of jakobid and 
jakobid-like flagellates: implications for eukaryotic evolution. Molecular Biology and 
Evolution 19: 422-431. 
 
Behnke A, Bunge J, Barger K, Breiner HW, Alla V, Stoeck T (2006) Microeukaryote 
Community Patterns along an O2/H2S Gradient in a Supersulfidic Anoxic Fjord 
(Framvaren, Norway). Applied and Environmental Microbiology 72: 3626-3636. 
 
Bernard C, Simpson AGB, Patterson DJ (2000) Some free-living flagellates (Protista) 
from anoxic habitats. Ophelia 52: 113-142. 
 
Bui ETN, Bradley PJ, Johnson PJ (1996) A common evolutionary origin for 
mitochondria and hydrogenosomes. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America 93: 9651-9656. 
 
Burger G, Gray MW, Forget L, Lang BF (2013). Strikingly bacteria-like and gene-rich 
mitochondrial genomes throughout jakobid protists. Genome biology and evolution 5: 418-
438. 
 
*Cavalier-Smith T (1983). A 6-kingdom Classification and a Unified Phylogeny. In W. 




Cavalier-Smith T (1999) Principles of protein and lipid targeting in secondary 
symbiogenesis: euglenoid, dinoflagellate, and sporozoan plastid origins and the eukaryotic 
family tree. Journal of Eukaryotic Microbiology 46: 347-366. 
 
Cavalier-Smith T (2001) The excavate protozoan phyla Metamonada Grasse emend. 
(Anaeromonadea, Parabasalia, Carpediemonas, Eopharyngia) and Loukozoa emend. 
(Jakobea, Malawimonas): their evolutionary affinities and new higher taxa. International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 53: 1741-1758. 
 
Cavalier-Smith T (2002) The phagotrophic origin of eukaryotes and phylogenetic 
classification of Protozoa. International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology 52: 297-354. 
 
Cavalier-Smith T (2013) Early evolution of eukaryote feeding modes, cell structural 
diversity, and classification of the protozoan phyla Loukozoa, Sulcozoa, and Choanozoa. 
European Journal of Protistology 49: 115–178. 
 
Cermakian N, Ikeda TM, Cedergren R, Gray MW (1996) Sequences homologous to 
yeast mitochondrial and bacteriophage T3 and T7 RNA polymerases are widespread 
throughout the eukaryotic lineage. Nucleic Acids Research 24: 648-654. 
 
Cermakian N, Ikeda TM, Miramontes P, Lang BF, Gray MW, Cedergren R (1997) 
On the evolution of the single-subunit RNA polymerases. Journal of Molecular Evolution 
45: 671-681. 
 
Čepička I, Eliáš M, Hampl V (2010a) Řád z Chaosu. Vesmír 89: 464-469. 
 
Cepicka I, Hampl V, Kulda J (2010b) Critical taxonomic revision of parabasalids with 
description of one new genus and three new species. Protist 161: 400-433. 
 
Edgcomb VP, Roger AJ, Simpson AGB, Kysela DT, Sogin ML (2001) Evolutionary 
relationships among ‘‘jakobid’’ flagellates as indicated by alpha- and beta-tubulin 




Elwood HJ, Olsen GJ, Sogin ML (1985) The small-subunit ribosomal RNA gene 
sequences from the hypotrichous ciliates Oxytricha nova and Stylonychia pustulata. 
Molecular Biology and Evolution 2: 399-410. 
 
Flavin M, Nerad TA (1993) Reclinomonas americana n.g., n.sp., a new freshwater 
heterotrophic flagellate. Journal of Eukaryotic Microbiology 40: 172-179. 
 
Gray MW, Lang BF, Burger G (2004) Mitochondria of Protists. Annual Review of 
Genetics 38: 477-524. 
 
Hampl V, Hug L, Leigh JW, Dacks JB, Lang BF, Simpson AGB, Roger AJ (2009) 
Phylogenomic analyses support the monophyly of Excavata and resolve relationships 
among eukaryotic "supergroups". Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 106: 3859-3864. 
 
Huelsenbeck JP, Ronquist F (2001) MrBayes: Bayesian Inference of Phylogenetic Trees. 
Bioinformatics 17: 754-755. 
 
Katoh K, Misawa K, Kuma K & Miyata T (2002) MAFFT: a novel method for rapid 
multiple sequence alignment based on fast Fourier transform. Nucleic Acids Research 30: 
3059-3066. 
 
Kolisko M, Silberman JD, Cepicka I, Yubuki N, Takyshita K, Yabuki A, Leander BS, 
Inouye I, Inagaki Y, Roger AR, Simpson AGB (2010) A wide diversity of previously 
undetected free‐living relatives of diplomonads isolated from marine/saline habitats. 
Environmental Microbiology 12: 2700-2710. 
 
Lang BF, Burger G, O'Kelly CJ, Cedergren R, Golding GB, Lemieux C, Sankoff D, 
Turmel M, Gray MW (1997) An ancestral mitochondrial DNA resembling a eubacterial 




Lara E, Chatzinotas A, Simpson AGB (2006) Andalucia (n. Gen.) - the deepest branch 
within jakobids (Jakobida; Excavata), based on morphological and molecular study of a 
new flagellate from soil. Journal of Eukaryotic Microbiology 53: 112-120. 
 
Logares R, Brate J, Bertilsson S, Clasen JL, Shalchian-Tabrizi K, Rengefors K (2009) 
Infrequent marine-freshwater transitions in the microbial world. Trends in Microbiology 
17: 414-422. 
 
Luo Q, Krumholz LR, Najar FZ, Peacock AD, Roe BA, White DC, Elshahed MS 
(2005) Diversity of the Microeukaryotic Community in Sulfide-Rich Zodletone Spring 
(Oklahoma). Applied and Environmental Microbiology 71: 6175-6184. 
 
Marx S, Baumgartner M, Kannan S, Braun HP, Lang BF, Burger C (2003) Structure 
of the bc1 complex from ´Seculamonas ecuadoriensis´, a jakobid flagellate with an 
ancestral mitochondrial genome. Molecular Biology and Evolution 20: 145-153. 
 
Medlin L, Elwood HJ, Stickel S, Sogin ML (1988) The characterization of enzymatically 
amplifiedukaryotic 16S-like rRNA-coding regions. Gene 71: 491-499. 
 
Nie D (1950) Morphology and taxonomy of the intestinal protozoa of the guinea-pig Cavia 
porcella. Journal of Morphology 86: 391-493. 
 
O'Kelly CJ (1993) The Jakobid flagellates: structural features of Jakoba, Reclinomonas 
and Histiona and implications for the early diversification of eukaryotes. Journal of 
Eukaryotic Microbiology 40: 627-636. 
 
O'Kelly CJ, Nerad TA (1999) Malawimonas jakobiformis n. gen., n. sp 
(Malawimonadidae n. fam.): A Jakoba-like heterotrophic nanoflagellate with discoidal 
mitochondrial cristae. Journal of Eukaryotic Microbiology 46: 522-531. 
 
Pánek T, Silberman JD, Yubuki N, Leander BS, Cepicka I (2012) Diversity, evolution 
and molecular systematics of the Psalteriomonadidae, the main lineage of 
anaerobic/microaerophilic heteroloboseans (Excavata: Discoba). Protist 163: 807-831. 
57 
 
Pánek T, Táborský P, Hroudová M, Vlček Č, Čepička I (nepublikováno) New 
anaerobic member of the jakobid genus Andalucia  
 
Pascher A (1943) Zur Klarung einiger gefarbter und farbloser Flagellaten und ihrer 
Einrichtungen zur Aufnahme animalischer Nahrung. Archiv für Protistenkunde 96: 75-108. 
 
Patterson DJ (1990) Jakoba libera (Ruinen, 1938), a heterotrophic flagellate from deep 
oceanic. Journal of the Marine Biological Association of the United Kingdom 70: 381-393. 
 
Patterson DJ, Vørs N, Simpson AGB, O’Kelly CJ (2000) Residual free-living and 
predatory heterotrophic flagellates. In The Illustrated Guide to the Protozoa, 2nd edn, pp. 
1302-1328. Edited by J. J. Lee, G. F. Leedale and P. Bradbury. Lawrence, KS: Society of 
Protozoologists 
  
Penard A (1921) Studies on some flagellata. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of Philadephia 73: 105-168. 
 
Posada D, Crandall KA (1998) Modeltest: testing the model of DNA substitution. 
Bioinformatics 14: 817-818. 
 
Ptáčková E (2010) Fylogeneze archaméb. Diplomová práce, Univerzita Karlova v Praze, 
Přírodovědecká fakulta. 
 
Ptáčková E, Kostygov AY, Chistyakova LV, Falteisek L, Frolov AO, Patterson DJ, 
Cepicka I (2013). Evolution of Archamoebae: Morphological and Molecular Evidence for 
Pelobionts Including Rhizomastix, Entamoeba, Iodamoeba, and Endolimax. Protist 164: 
380-410. 
 
Rodriguez-Ezpeleta N, Brinkmann H, Burger G, Roger AJ, Gray MW, Philippe H, 
Lang BF (2007) Toward resolving the eukaryotic tree: The phylogenetic positions of 




Roger AJ, Svard SG, Tovar J, Clark CG, Smith MW, Gillin FD, Sogin ML (1998) A 
mitochondrial-like chaperonin 60 gene in Giardia lamblia: evidence that Diplomonads 
once Harbored an endosymbiont related to the progenitor of mitochondria. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 95: 229-234. 
 
Scourfield DJ (1937) Note on the Colourless Flagellates Histiona campanula, Penard, and 
H. planctonica, sp. n. The Journal of the Quekett Microscopical Club 1: 275. 
 
Simpson AGB, Patterson DJ (1999) The ultrastructure of Carpediemonas membranifera 
(Eukaryota), with reference to the excavate hypothesis. European Journal of Protistology 
35: 353-370. 
 
Simpson AGB, Patterson DJ (2001) On core jakobids and excavate taxa: The 
ultrastructure of Jakoba incarcerata. Journal of Eukaryotic Microbiology 48: 480-492. 
 
Simpson AGB (2003) Cytoskeletal organization, phylogenetic affinities and systematics in 
the contentious taxon Excavata (Eukaryota). International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology 53: 1759-1777. 
 
Simpson AGB, Perley TA, Lara E (2008) Lateral transfer of the gene for a widely used 
marker, alpha-tubulin, indicated by a multi-protein study of the phylogenetic position of 
Andalucia (Excavata) Molecular Phylogenetics and Evolution. 47: 366-377. 
 
Stamatakis A (2006) RAxML-VI-HPC: Maximum likelihood-based phylogenetic 
analyses with thousands of taxa and mixed models. Bioinformatics 22: 2688-2690. 
 
Stiller JW, Hall BD (1999) Long-branch attraction and the rDNA model of early 
eukaryotic evolution. Molecular Biology and Evolution 16: 1270-1279. 
 
Suttle CA (2005) Viruses in the sea. Nature 437: 356-361. 
 
Voigt M (1901) Mitteilungen aus der biologischen Station Plön, Holstein. Über einige 




Voigt M (1902) Neue Organismen aus Plöner Gewässern. Forschungsberichte der 
biologischen Station Plön 9: 33-46. 
 
Wallace RB, Johnson MJ, Suggs SV, Ken-ichi M, Bhatt R, Keiichi I (1981) A set of 
synthetic oligodeoxyribonucleotide primers for DNA sequencing in the plasmid vector 
pBR322. Gene 16: 21-26. 
 
Yabuki A, Nakayama T, Yubuki N, Hashimoto T, Ishida KI, Inagaki Y (2011) 
Tsukubamonas globosa n. gen., n. sp., a Novel Excavate Flagellate Possibly Holding a Key 
for the Early Evolution in "Discoba". Journal of Eukaryotic Microbiology 58: 319-331. 
 
Yubuki N, Ceza V, Cepicka I, Yabuki A, Inagaki Y, Nakayama T, Leander BS (2010) 
Cryptic Diversity of Free‐Living Parabasalids, Pseudotrichomonas keilini and Lacusteria 
cypriaca ng, n. sp., as Inferred from Small Subunit rDNA Sequences. Journal of 
Eukaryotic Microbiology 57: 554-561. 
 
Yubuki N, Simpson AGB, Leander BS (2013) Comprehensive Ultrastructure of Kipferlia 
bialata Provides Evidence for Character Evolution within the Fornicata (Excavata). Protist 
164: 423-439. 
 
Zhao S, Burki F, Brate J, Keeling PJ, Klaveness D, Shalchian-Tabrizi K (2012) 
Collodictyon - An Ancient Lineage in the Tree of Eukaryotes. Molecular Biology and 
Evolution 29: 1557-1568. 
 
Zuendorf A, Bunge J, Behnke A, Barger JAK, Stoeck T (2006) Diversity estimates of 
microeukaryotes below the chemocline of the anoxic Mariager Fjord, Denmark. FEMS 
Microbiology Ecology 58: 476-491. 
 
 
